











Uber die katalytische Wirkung von Methylenblau 
in lebenden Zellen. 
Von 
Otto Warburg, Fritz Kubowitz und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 4. September 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 

Setzt man Methylenblau zu roten Kaninchenblutzellen, so steigt 
bei Gegenwart von Zucker der Sauerstoffverbrauch auf das 20- bis 
30fache. Abb. 1 ist eine graphische Darstellung. Kurve I entspricht 
der normalen Atmung, Kurve II der Atmung bei Zusatz von 
Methylenblau. 





— > Minuten 


Abb. 1. 
2ecem Kaninchen-Erythrocyten in Kochsalz-Phosphat-0,59/9-Glucose. 
38° Gasraum Luft. 


G. A. Harrop und E.S.G. Barron! haben die Erscheinung ent- 
deckt. Sie haben gezeigt, dab unter den Endprodukten der Verbrennung 
Kohlensaure auftritt und daB die ,, Methylenblauatmung* narkotisierbar 
ist wie die normale Atmung. 


1G. A. Harrop u. E. 8S. G. Barron, Journ. Exp. Med. 48, 207, 1928; 
Journ. Biol. Chem. 79, 65, 1928; S81, 445, 1929; S4, 83, 1929. 
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Wir haben die Methylenblauatmung der roten Blutzellen unter- 
sucht und gefunden', daB sich bei Zusatz von Methylenblau zu roten 
Blutzellen die folgenden Reaktionen abspielen: 

I. Methylenblau + Hamoglobin + Wasser = Leukomethylenblau 
+ Methamoglobin; 

Il. Methamoglobin + Kohlenhydrat = Hamoglobin + Kohlen- 
hydrat-Oxydationsprodukte ; 

111.2? Leukomethylenblau + Sauerstoff = Methylenblau + Wasser. 
wo jede Molekiilart noch mit einem Index zu versehen wire, der die 
Zahl der reagierenden Molekiile angibt. 

Nach diesen Gleichungen oxydiert Methylenblau nicht die orga- 
nische Substanz, die es zu verbrennen scheint, sondern Methylenblau 
oxydiert das zweiwertige Eisen des Himoglobins zu dreiwertigem Eisen. 
Das dreiwertige Eisen des Methamoglobins oxydiert dann die organische 
Substanz. Der eigentliche Verbrennungsvorgang ist eine Verbrennung 
durch Hamineisen, ahnlich wie bei der normalen Atmung. 

Das nach Gleichung I gebildete Methamoglobin hauft sich bei der 
Methylenblaukatalyse nicht an. Es verschwindet in dem MaBe, als es ge- 
bildet wird, nach Gleichung II. Erzeugt man aber Methamoglobin in roten 
Blutzellen durch Amylnitrit und setzt Glucose zu den ,,Methaimoglobin- 
zellen‘*, so hat man den Vorgang I] isoliert, der sich nun nicht unsichtbar, 
sondern zwischen beliebig groBen Mengen Hamineisen und Kohlenhydrat 
abspielt. Hier kann man Verbrennungsreaktionen durch Hamineisen 
direkt sehen und mit den gewéhnlichen Methoden der Chemie verfolgen. 

Ersetzt man in den Gleichungen I und II Hamoglobin und Met- 
hamoglobin durch andere Himinverbindungen mit zweiwertigem und 
dreiwertigem Eisen, so hat man eine allgemeine Theorie der Methylen- 
blauwirkung in lebenden Zellen. In der Tat enthalten alle Zellen, 
wenn man ihnen den Sauerstoff entzieht, zweiwertiges Hamineisen 
(Fermenthamin, fernerMac Munnsche Himine— Keilins Cytochrom usw.) 
und die Bedingungen fiir Vorginge nach I und II sind gegeben. Das 
Methylenblau oxydiert das Hamineisen, das Hamineisen oxydiert die 
organische Substanz, und diese Vorgange gehen so lange weiter, bis das 
gesamte Methylenblau zu Leukomethylenblau reduziert worden ist: 
in der Bilanz sauerstofflose Oxydation der organischen Substanz durch 
Methylenblau, dem Mechanismus nach Oxydation der organischen 
Substanz durch Hamineisen. 


1 O. Warburg u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 221, 494, 1930. 

2 Nach Versuchen von A. Reid bildet sich bei dieser Reaktion inter- 
mediir H,O,. Da H,O, + Eisen, z. B. Haimineisen, organische Stoffe 
angreift, ist es nicht ausgeschlossen, daB in den Reaktionen I bis IIT als 
Nebenreaktion eine ,,peroxydatische*‘ Reaktion hinzukommt. 
die dies beweisen, liegen bis jetzt allerdings nicht vor. 


Versuche, 
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Geht man zu aeroben Bedingungen iiber, indem man sich die 
Zellen mit Sauerstoff gesaéttigt denkt, so wird in der Regel die Kon- 
zentration des zweiwertigen Hamineisens im stationéren Zustand 
der Atmung verschwindend klein sein. Dann sind die Bedingungen 
fiir den Vorgang I nicht mehr gegeben. Methylenblau wird nicht 
reduziert, der Sauerstoffverbrauch bei Zusatz von Methylenblau steigt 
nicht. Doch gibt es Zellen, die auch bei Sattigung mit Sauerstoff zwei- 
wertiges Hamineisen enthalten, z. B. die roten Blutzellen in dem 
Hamoglobin. Dann sind auch bei Sattigung mit Sauerstoff die Be- 
dingungen fiir Vorgange nach GleichungI gegeben. Methylenblau 
wird reduziert, von dem Luftsauerstoff reoxydiert und zu dem Sauer- 
stoffverbrauch der normalen Atmung tritt der Sauerstoffverbrauch der 
Methylenblauatmung: Methylenblau ,,beschleunigt die Atmung™. 

Ob Schwermetallreagenzien, wie Kohlenoxyd oder Blausaure, die 
Methylenblaureduktion hemmen, hangt von der Affinitét des zwei- 
wertigen Hamineisens zu Kohlenoxyd oder Blausiure ab. Bekanntlich 
reagiert das zweiwertige Eisen der Mac Munnschen Hamine in der Zelle 
weder mit Kohlenoxyd noch mit Blauséure, und denkt man sich in 
Gleichung I Hamoglobin durch das zweiwertige Eisen eines Mac Munn- 
schen Zellhamins ersetzt, so wiirde die Reduktion des Methylenblaus 
weder durch Kohlenoxyd noch durch Blausiéure gehemmt. 


Einteilung. 
1. Methoden. 


2. Wirkung von Methylenblau auf den Verbrauch von Sauerstoff und 
Glucose. 

3. Der respiratorische Quotient bei der Methylenblaukatalyse. 

4. Isolierung und Bestimmung der Brenztraubensaure. 

. Bilanzgleichung. 

. Hemmung der Methylenblaukatalyse durch Narkotika. 

. Hemmung der Methylenblaukatalyse durch Kohlenoxyd. 

. Wirkung der Blausaure. 

. Methamoglobinbildung durch Methylenblau. 

10. Gleichung der Methamoglobinbildung durch Methylenblau. 

11. Riickbildung desMethamoglobins zu Haimoglobin durch Kohlenhydrat. 

12. Kohlenhydratverbrennung durch Methamoglobin. 

13. Mechanismus der Methylenblaukatalyse. 


Cmsr DS 


1. Methoden. 

“Als Versuchsmaterial dienten vorwiegend rote Blutzellen von 
Kaninchen, mit denen man die gréBten Ausschlage erhalt. Betrachtliche 
Methylenblauwirkungen findet man auch in roten Blutzellen von Mensch, 
Hund, Ratte und Meerschweinchen, kleinere, allmahlich auftretende 
Wirkungen in roten Blutzellen von Pferd, Rind, Schwein und Ziege. 


i7* 
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Kaninchenblut, durch Schiitteln defibriniert, wurde zentrifugiert, 
das Sediment auf der Zentrifuge mit Kochsalzphosphatlésung ge- 
waschen (8,5 Volumen m/2 Na,HPO, + 1,5 Volumen m/2 KH,PO,, 
mit 0,9°,iger Kochsalzlésung auf das 25fache verdiinnt) und auf das 
urspriingliche Blutvolumen aufgefiillt. 

Das Methylenblau war das Chlorid der Base, chlorzinkfrei, der 
Farbwerke Hochst. 

Der Sauerstoffverbrauch wurde in kegelf6rmigen GefaéBen mano- 
metrisch gemessen. Der Einsatz enthielt 5°,ige Kalilauge zur Ab- 
sorption der gebildeten Kohlenséure. Bei den Kohlensaiurebestimmungen 
blieb der Einsatz leer. Die an den Gasraum abgegebene Kohlensiure 
wurde nach dieser Zeitschr. 146, 380, 1924 berechnet. Bei der Be- 
stimmung der chemisch gebundenen Kohlensaure wurde in sauerstoff- 
freiem Gasraum gearbeitet! (Argon, Phosphor im Einsatz), anderenfalls 
entwickelt sich beim Ansaéuern auBer Kohlenséiure auch Sauerstoff. 

Der Zucker wurde manometrisch nach D.D.van Slyke und 
J. A. Hawkins® bestimmt, die Milchsiure nach Clausen*. Die Iso- 
lierung und Bestimmung der Brenztraubensadure ist in Abschnitt 3 
niher beschrieben. 

Die Methimoglobinbildung wurde durch die Sauerstoffkapizitaten 
gemessen, nach einem etwas modifizierten Haldane- Barcroftschen Ferri- 
cyanidverfahren. In den Hauptraum eines kegelférmigen GefaiBes 
wurde lecem der zu messenden Blutzellensuspension gegeben, dazu 
2ccm m/20 Piperazinlésung, in die Birne 0,2 ccm 33° ,ige Kalium- 
ferricyanidlésung, in den Einsatz 0,15 ccm 5°, ige Kalilauge. Dann 
wurde bei 20° im Thermostaten geschiittelt, bis Temperatur und Druck- 
ausgleich eingetreten war und das Ferricyanid aus der Birne in den 
Hauptraum eingekippt. 


2. Wirkung von Methylenblau auf den Verbrauch von Sauerstoff und Glucose. 

Diese Versuche bestatigen fiir Kaninchenblutzellen die Versuche 
von Barron und Harrop, die mit Blutzellen von Mensch und Hund 
ausgefiihrt worden sind. 


a) 2cem Zellsuspension (Kaninchen) in Kochsalzphosphat + 4 mg Glucose. 
38°. Gasraum Luft. 











Ohne Methylenblau + 0,1 mg Methylenblau : 2 cem 
Sauerstoff Glucose Sauerstoff Glucose 
absorbiert verschwunden absorbiert verschwunden 
Nach 6 Std. 19 cmm 1,50 mg 645 cmm 3,39 mg 


1 O. Warburg u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 227, 184, 1930. 

2 D. D. van Slyke u. J. A. Hawkins, Journ. of biol. Chem. 79, 739, 1928. 

3 Clausen, ebendaselbst 52, 263, 1922; Naheres bei Wind u. v. Oettingen, 
diese Zeitschr. 197, 170,1928. 
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Der Sauerstoffverbrauch ohne Methylenblau ist klein. Der Glucose- 
verbrauch ohne Methylenblau ist die glykolytische Spaltung der Glucose 
zu Milchséure. Bei Zusatz von 0,1 mg Methylenblau steigt der Sauer- 
stoffverbrauch auf das rund 30fache und betragt in 6 Stunden 645 cmm. 
Wenn 0,1 mg Leukomethylenblau einmal reoxydiert wird, so werden 
3,5cmm Sauerstoff verbraucht. In 6 Stunden ist also der Farbstoff 
185mal reduziert und oxydiert worden. Bei Zusatz von 0,1 mg 
Methylenblau steigt der Zuckerverbrauch. Zu dem glykolytischen 
Zuckerverbrauch kommt ein oxydativer Zuckerverbrauch hinzu. 

Unter anaeroben Bedingungen wirkt Methylenblau nicht wesentlich 
auf den Zuckerverbrauch. Sattigt man Blutzellen mit Kohlenoxyd 
(um den chemisch gebundenen Sauerstoff auszutreiben) und mibt dann 
die Glykolyse in Argon, so findet man 


b) 2 cem Zellsuspension (Kaninchen) in Kochsalzphosphat + 4 mg Glucose. 
38°. Gasraum Argon. 








Ohne Methylenblau + 0,1 mg Methylenblau : 2 cem 
Glucose verschwunden Glucose verschwunden 
ee 1,24 mg 1,31 mg 


Unter aeroben Bedingungen wird ein kleiner Teil der glykolytischen 
Spaltungsprodukte durch Methylenblau oxydiert. Wir fanden: 


.c) 2cem Zellsuspension (Kaninchen) in Kochsalzphosphat + 4 mg Glucose 
38°. Gasraum Luft. 








Ohne Methylenblau + 0,1 mg Methylenblau : 2cem 
Sauerstoff Milchsdure Sauerstoff Milchsiure 
verbraucht erschienen verbraucht erschienen 
Nach 3 Std. 9emm 0,76 mg 420 emm 0.53 mg 


Vernachlassigen wir die Oxydation der glykolytischen Spaltungs- 
produkte durch Methylenblau, so kénnen wir aus a) berechnen, wieviel 
Mole Sauerstoff bei der Methylenblaukatalyse verbraucht werden, um 
1 Mol Glucose zum Verschwinden zu bringen. Der durch Methylen- 
blau bewirktt Sauerstoffverbrauch war 645 .- 19 = 626cmm, der 
durch Methylenblau bewirkte Zuckerverbrauch 3,39 — 1,50 = 1,89 mg. 
Es folgt daraus: 


Mole O, verbraucht Pye 
‘ 





Mole Glucose verschwunden 


eine Zahl, die in Wirklichkeit etwas kleiner ist, weil Sauerstoff auch 
zur Oxydation der glykolytischen Spaltungsprodukte verbraucht wird. 

Wiirde die Glucose durch Methylenblau vollstandig verbrannt, so 
wurden 6 Mole O, pro Mol Glucose verbraucht werden. Die Oxydation 
der Glucose durch Methylenblau ist also unvollstandig. 
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3. Der respiratorische Quotient bei der Methylenblaukatalyse. 


Wir fanden: 2cem Zellsuspension (Kaninchen) in Kochsalz- 
phosphat + 4 mg Glucose. 38°. Gasraum Luft. 


Sauerstoff, verbraucht in 60 Minuten. . . ..... 2, 120 cemm 
Kohlensaure, an den Gasraum abgegeben in 60 Minuten 200, 51 
Kohlensaure, chemisch gebunden zur Zeit t= 0. . . 80,5 
Kohlensaure, chemisch gebunden zur Zeit ¢ = 60 Mi- 

nuten. . . ‘ ee Fee rar eee 123,58 ,, 


Zunahme der chemisch gebundenen Kohlensaéure in 
SA Ge ee eee eee eae ae LOO, 43 
“CO T 2’OOs 51 + 43 


= 0,7 ; 
20, 120 — 


Respiratorischer Quotient 


Auch aus der GréBe des respiratorischen Quotienten folgt, daB 
die Glucoseoxydation durch Methylenblau unvollstandig ist. Ware 
sie vollstandig, so miiBte der respiratorische Quotient 1 sein. 


4. Isolierung und Bestimmung der Brenztraubensiure. 


Brenztraubensiure —- nach den Arbeiten von C. Neuberg ein 
Zwischenprodukt bei der Kohlenhydratverbrennung in Zellen — ist 


bei Methylenblaukatalysen zuerst von A. Hahn! gefunden worden, der 
Methylenblau auf Muskelbrei einwirken lie}. Da®B Brenztraubensadure 
bei der Methylenblaukatalyse in roten Blutzellen auftritt, fand gleich- 
zeitig mit uns? W. B. Wendel®. 

Wir beschreiben im folgenden zunachst die Isolierung der Brenz- 
traubenséure mit chemischen Methoden, dann eine Mikromethode, mit 
der Brenztraubensaure neben Milchséure und anderen Saéuren in Mengen 
von einigen zehntel Milligrammen bestimmt werden kann. 


Tsolierung der Brenztraubensdure. 


Zu 1000 cem Zellsuspension (von 13 Kaninchen) in Kochsalz-Phosphat - 
0.5% -Glucose wurden 50mg Methylenblau gegeben. Dann wurde bei 
38° 514 Stunden Luft durchgeleitet, zentrifugiert, die Salzlésung abgehoben 
und einmal mit Salzlésung gewaschen. So wurden 1000 ccm Salzlésung 
erhalten, die weiter nach einer Vorschritt behandelt wurden, die G. Embden*4 
fiir die Isolierung der Milchséure aus Blut angegeben hat. Die Extraktion 
im Embden-Lindschen Apparat konnte schon nach 4 Stunden abgebrochen 
werden, da Brenztraubensiure in Ather leichter léslich ist als Milch- 
siure. Die Mengenverhaltnisse waren: 1000 cem Salzlésung + 25 ccm 
konz. HCI + 300 cem 5° iges Sublimat, zusammen 1325 ccm, tiber Nacht 
im Eisschrank.  Filtrat 1240 cem = 93,594. Mit Schwefelwasserstoff 


' 4A. Hahn, Amer. Journ. of Physiol. 90, 373, 1929. 

2 O. Warburg u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 221, 494, 1930. 

3 W. B. Wendel, Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med. 27, 624, 1930. 

4 Die Vorschrift findet man bei Otto Neubauer, Abderhaldens Biochem. 
Arbeitsmethod. 5, Abt. 2. 1254, Berlin 1912. 

















Katalytische Wirkung von Methylenblau in lebenden Zellen. 251 


entquecksilbert, HgS mit 5° iger Salzsaure quantitativ gewaschen, Filtrat 
mit NaOH schwach alkalisch, mit 8 cem n HCl schwach sauer gemacht, 
bei 40° unter vermindertem Druck auf 200 ccm eingeengt. 60g (NH,),SO, 
und 8cem 80° ,ige H,PO,-Lésung zugefiigt und im Lindschen Apparat 


4 Stunden extrahiert. Ather unter Wasserzusatz verdampft. Volumen 
der wisserigen Saurelésung 17 ccm. Bei Zusatz von essigsaurem Phenyl- 
hydrazin (lg Phenylhydrazinchlorhydrat — 1,5 g Na-Acetat im Moérser 


zerrieben, in 10 ccm Wasser gelést) fielen in der Kalte gelbliche Kristalle. 
Aus 8 ccm Extraktlésung wurden so 250 mg Kristalle erhalten, aus L7 cem 
a'so 530mg und unter Beriicksichtigung, daB nur 93,5°, des Filtrats 
extrahiert worden waren, im ganzen 568 mg, die aquivalent sind 280 mg 
Brenztraubensaure. 

Ein Teil der Kristalle wurde in wenig heiBem Alkohol gelést. Die 
Lésung wurde mit dem siebenfachen Volumen heiBen Wassers versetzt, 
in Eis gekiihlt, die ausfallenden Kristalle wurden abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. Die Analyse ergab: 


4,589 mg Substanz . 10,175 mg CO, und 2,25 mg H,O 





4,655 ,, of. up 2 i ee oe 
2368 .. e . . 0,307 cemN (19°, 765 mm) 
3.300 ie _ «aoe + 2a Wee sj 
Cc H N 
SE Se eee ee eee 60,47 5,49 15,78 
60,50 5,60 15.85 


Berechnet fiir CgHjgN,0O. (Phenyl- 
hydrazon der Brenztraubensaure) . 60,70 5,66 15,75 

Die Fallung der Brenztraubensdure durch Phenylhydrazin ist 
keine Bestimmung der Brenztraubensaure, ein groBer Teil der Saure 
bleibt in den Mutterlaugen. Um die Brenztraubensaure in der wasserigen 
Lésung des Atherextrakts quantitativ zu bestimmen, gaben wir in 
den Hauptraum eines kegelférmigen GefiBes 2 ccm Lebedew-Saft', in 
die Birne eine gemessene Menge des wasserigen Extrakts. Beim Ein- 
kippen des Birneninhalts in den Hauptraum entwickelte sich dann 
durch die Wirkung der Newbergschen Carboxylase Kohlensaure, die 
manometrisch gemessen wurde. Zur Priifung der Methode wurde 
eine bekannte Menge Brenztraubensaure in den Lebedew-Saft eingekippt. 
Wir fanden: 

18°. Gasraum Luft. 





Gefab I Gefab I 
Hauptraum : 2ecem Lebedew-Saft 2cem Lehedew-Saft 
Birne : 1,02 mg Brenztraubensadure 0.04 cem der wiasserigen Lisung 


des Atherextrakts 


COs, Endwert nach 10’ 


koe gs 256 emm 253 emm 1.0 mg Brenz- 
(berechnet 260 emm) traubensiure 
1 A. v. Lebedew, Hoppe-Sevler 73. 447, 1911. 20g untergirice Bier- 


hefs getrocknet, mit 60 cem Wasser verrieben, 3 Stunden bei 37° gehalten, 
scharf zentrifugiert, durch Evakuieren von qeléster CO, befreit. 
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In der Gesamtmenge der Extraktlésung (17 ccm) waren also 
l 
ten 
0,04 
lésung extrahiert worden waren, so betrug die Ausbeute an Brenz- 
425 
0,935 
fallung, bei der hiernach ein groBer Teil verloren geht). Wurde 
die enteiweiBte Salzlésung ein zweites Mal 4 Stunden mit Ather ex- 
trahiert, so wurden nur noch 8 mg Brenztraubensdure, manometrisch 
gemessen, erhalten. Die Extraktion der Brenztraubensaure im Lind- 
schen Apparat war also nach 4 Stunden praktisch vollstandig. 


425 mg Brenztraubensiure. Da nur 93,5°, der Salz- 


traubensaure = 455 mg (gegen 280 mg aus der Phenylhydrazin- 


Direkte manometrische Bestimmung der Brenztraubensdure. 


Fiigt man zu einer Suspension roter Blutzellen in Kochsalzphosphat- 
losung Brenztraubensdure, so geht ein Teil der Brenztraubensaure in 
die Blutzellen hinein. Wascht man dann die brenztraubensaurehaltigen 
Blutzellen mit Salzlésung, so geht Brenztraubensaéure wieder aus den 
Blutzellen heraus, doch miiBte man sehr oft waschen, um die gesamte 
Brenztraubensaiure aus den Blutzellen herauszuspiilen. Bei der oben 
beschriebenen chemischen Isolierung der Brenztraubensaure ist ein 
groBer Teil der Saure von den Blutzellen zuriickgehalten worden 
und so der Bestimmung entgangen. Wir vermeiden diesen Fehler 
bei dem direkten manometrischen Verfahren, indem wir die Ver- 
teilung der Brenztraubenséiure zwischen Blutzellen und Salzlésung 
bestimmen. 


Zur Bestimmung geniigen einige Kubikzentimeter Zellsuspension. 
Wir vereinigen die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs und der 
Brenztraubensdure, indem wir zunachst fiir einige Kubikzentimeter 
Zellsuspension den Sauerstoffverbrauch manometrisch messen und 
dann die Zellsuspension aus dem MeBgefaB herausnehmen und in ihr 
die Brenztraubensaéure bestimmen. 


Zu der Blutsuspension setzen wir so viel Salzséure, daB das se- 
kundire Phosphat in primires Phosphat itibergefiihrt wird, zentri- 
fugieren (5 Minuten bei 10000 Touren), heben die iiberstehende Fliissig- 
keit ab, waschen das Sediment mit dem gleichen Volumen 0,9 °,,iger 
Kochsalzlésung, zentrifugieren wieder, vereinigen die beiden brenz- 
traubensaurehaltigen Salzlésungen, und bestimmen die Brenztrauben- 
siure durch Einkippen von Lebedew-Saft manometrisch. Eine Kontroll- 
zellsuspension, der eine bekannte Menge Brenztraubensaure zugesetzt 
wird, wird wie die Versuchszellsuspension behandelt. Es ist wichtig, 
zu bemerken, 1. da’ ein Zuckergehalt der Salzlésungen die Brenz- 
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traubensdurebestimmung nicht stért (unter den Bedingungen der Be- 
stimmung setzt die Zuckervergarung erst ein, lange nachdem die Brenz- 
traubenséure decarboxyliert worden ist; 2. dab Blutzellen Brenz- 
traubensdure nicht decarboxylieren. 


a) Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs. 


3ccem Zellsuspension in Kochsalz-Phosphat-0,5°,-Glucose. 38°. 
Gasraum Luft. 





I Il 
Ohne Methylenblau + 0,15 mg Methylenblau 
Sauerstoffverbrauch Sauerstoffverbrauch 
Nach 50 Min. .... 7 cmm 210 emm 
~ ae « ie us . 444, 
~~ ae aa —_— 642 , 


Nach Beendigung der Sauerstoffmessung wurde der Inhalt der 
GefaBe I und II wie beschrieben behandelt, ein drittes GefaB diente 
zur Bestimmung der Brenztraubensdureretention durch die Zellen. 


Wir fanden: 
b) Bestimmung der Brenztraubensaure. 


18°. Gasraum Luft. 





Aus Gefaf I Aus Gefi6 II Gefib HI 
(ohne Methylenblau) (mit Methylenblau) 1,02 mg Brenztrauben- 
séure zu einer Suspen- 
sion wie in Gefal 1 zu- 





gesetzt 
Hauptraum : 3 cem Salzlisung 3eccem Salzlisung 3 ecm Salzlisung 
Birne: | 0,6 . Lebedew-Saft 0.6 . Lebedew-Saft 0.6 . Lebedew-Saft 
Nach Einkippen des Lebedew-Saftes 
Nach 30 Min.. . lemm CO, 149emm CO, 106 emm CO, 
ee as i 149 , 108 ., - 
eS 2 eee k » 4 149 , z 108 , ‘ 
d. h. ohne Methylen- enthielt also also 106emm CQO, 
blau bilden die Blut- 149 _ 1.40 pro mg Brenz- 
zellen beim Schiitteln) 106 aU mg traubensaure 


mit Luft keine Brenz- Brenztraubensiure 
traubensaure 
In dem mitgeteilten Versuch sind in 3cem Zellsuspension bei 

38° in 170 Minuten durch die Methylenblaukatalyse 642 — 17 625cmm 
Sauerstoff verbraucht und 1,40 mg Brenztraubensaure gebildet worden. 
Man berechnet daraus, daB der Quotient 

Mole Sauerstoff verbraucht 

Mole Brenztraubensaure gebildet 


war. 
5. Bilanzgleichung. 


Die bisherigen Messungen werden am besten durch die Annahme 
befriedigt, daB von drei Molekilen Glucuse, die oxydativ zerstért 
e 
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werden, ein Molekiil vollstandig verbrennt und zwei Molekiile zu Brenz- 
traubensdure oxydiert werden: 

2C,H,»O, ~ 20, = 40,H,O, + 4H,O 

1 C,H,.0, + 60, = 6CO, + 6H,O 
Addieren wir diese Gleichungen (weil sie gleichzeitig verlaufen), so 
erhalten wir: 

3C,Hy,O, + 80, = 4C,H,O, + 6CO, + 10H,0. 
Hierbei ware: 


Der respiratorische Quotient i” 0,75 (gefunden 0,785). 


Mole O, verbraucht 


Der Quotient = 2,0 (gefunden ,76) 


Mole Brenztraubensaure gebildet ~ 4 


De , Mole O, verbraucht ..7ee 208 ient ‘ize 
nent Mole Glucose verschwunden 3 _ nm GPP: SAO 
Natiirlich gilt die Gleichung nicht streng, schon deshalb nicht, weil 
die oxydative Zerst6rung der glykolytischen Spaltungsprodukte nicht 
beriicksichtigt ist. Auch mag es sein, da das Verhaltnis zwischen 
Brenztraubensaurebildung und vollstandiger Verbrennung abhangig von 
der Versuchszeit ist. Trotzdem gibt die Gleichung einen im Mittel 
wohl richtigen Uberblick iiber das, was bei der Methylenblaukatalyse 
in roten Kaninchenblutzellen geschieht. 


6. Hemmung der Methylenblaukatalyse durch Narkotiea. 


E.G.S. Barron hat gezeigt!, daB Narkotika die Methylenblau- 
katalyse (in Seeigeleiern und Seesterneiern) hemmen. Wir haben 
fiir vier Urethane die Konzentrationen bestimmt, die die Methylenblau- 
katalyse in Kaninchenblutzellen um 50°, hemmen und gefunden: 


2cem Blutzellen in 0,9°, Kochsalz-0,5% -Glucose + 0,1 mg Methylenblau. 
38°. Gasraum Luft. 50° ige Hemmung der Oxydationsgeschwindigkeit 





durch: 
Millimole/Liter 
Athylurethan . .... 300 
Prophylurethan ... . 65 
Amylurethan ..... 18 
Phenylurethan. . ... 3,8 


Diese Reihe bestatigt das Ergebnis von E.S.G. Barron, daB die 
Methylenblaukatalyse, wie die normale Atmung, eine Reaktion an 
Oberflachen ist. 


1 E.S.G. Barron, Journ. of biol. Chem. 81, 445, 1929. 
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7. Hemmung der Methylenblaukatalyse durch Kohlenoxyd. 


Die Methylenblaukatalyse ist, wie schon E.S.G. Barron und 
G. A. Harrop beobachtet haben, in einem weiten Konzentrations- 
bereich nur wenig abhangig von der Konzentration des Methylenblaus. 
Gibt man zu je 2. ccm roten Blutzellen 0,01 mg und 0,1 mg Methylen- 
blau, so ist in der ersten Stunde die Oxydationsgeschwindigkeit bei 
der gréBeren Methylenblaukonzentration nur 1,2mal so grobB, als bei 
der kleineren Methvlenblaukonzentration. 


2cem Zellsuspension (Kaninchen) in Kochsalz-Phosphat-0,3°, -Glucose. 
38°. 





+ 0,01 mg Methylenblau : 2 ecm + 0,1 mg Methylenblau : 2 cem 
Sauerstoffverbrauch 


Sauerstoffverbrauch 


“in 20 Jo Op, in 20%, Op, 

in Luft 80 9/9 cO in Luft 80 fg AYty 

Nach 60 Min. 119 cmm 20 emm 142 emm 138 emm 
83° Hemmung 3% Hemmung 


Wir haben gefunden, dab Kohlenoxyd die Methylenblaukatalyse 
bei groben Konzentrationen von Farbstoff nur wenig hemmt, dal 
aber bei kleinen Farbstoffkonzentrationen eine Hemmung auftritt. 


Geht man davon aus, daB Methylenblau wirkt, indem es in der 
Zelle direkt von den organischen Molekiilen reduziert, das entstehende 
Leukomethylenblau direkt von dem molekularen Sauerstoff reoxydiert 
wird, so ware die Kohlenoxydwirkung nur zu verstehen, wenn Methylen- 
blau oder seine Leukobase mit Kohlenoxyd reagieren wiirden. Dab 
Methylenblau und Kohlenoxyd nicht miteinander reagieren, ist sicher. 
Was die Leukobase anbetrifft, so war immerhin an die Méglichkeit 
einer Reaktion mit Kohlenoxyd zu denken. Deshalb wurde folgender 
Versuch gemacht: 

Kegelférmiges GefiB. 38°. 
Hauptraum: 6 mg Cysteinchlorhydrat (= 3,8. 10-5 Mole) + 0,57 cem n_ LO 
NaOH (= 5,7. 10-5 Mole) + 1,43 cem Wasser. 
Birne: 1 mg Methylenblau 0,3 . 10-5 Mole. 


Gasraum: Kohlenoxyd von Atmospharendruck. 


Wurde das Methylenblau aus der Birne in den Hauptraum ein- 
gekippt, so wurde es zur Leukobase reduziert. Ein negativer Druck 
— der’etwa 70 cmm hatte betragen miissen — trat nicht auf. Kohlen- 
oxyd reagiert also nicht mit Leukomethylenblau. 


So blieb nur die Auffassung, daB bei der Methylenblaukatalyse 
Schwermetalle im Spiele sind bei der Reduktion des Farbstoffs oder 
bei der Oxydation der Leukobase oder in beiden Fallen. 
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S. Wirkung der Blausiaure. 


Nach E£.G.S. Barron und G.A.Harrop hemmt Blauséure in 
kleinen Konzentrationen z. B. n/1000 — die Methylenblaukatalyse 
in roten Blutzellen nicht, eine Angabe, die wir bestatigen kénnen. 

Wir haben untersucht, was geschieht, wenn man zu_ blausaure- 
haltigen Blutzellen Methylenblau hinzufigt. 


Suspension von Kaninchenblutzellen in Kochsalz-Phosphat-0,3% - 
Glucose. 38°. Gasraum Luft. 





I II Ill IV 
Hauptraum: Zellsuspension 2cem 2 cem 2 ccm 2cem 
Blausdurekonzentration 0 1.10-2 n 2.10-2n 3.10-2n 
Birne: Methylenblau | 0,1 mg 0,1 mg 0,1 mg 0,1 mg 
Linsatz : 0,15 eem 0,15 cem 0,15 cem 0.15 ecm 


‘5b %/oig. KOH | 5%Joig. KOH 5% ig. KOH | 5°%/oig. KOH 


Nach Einkippen des Methylenblaus 


emm O2 emm Og emm Op» emm O2 
In 20 Bim. 2 2. se — 21 + 60 + 67 + 78 
Pr —21 » 3 + + 11 
. a * ee ee — 21 —13 — 8 — § 
sm % we aliey ws — 21 — 16 — 8 — 6 
i Broke so et — 20 — 16 — 8 — 6 


In GeféB I, dem keine Blauséiure zugesetzt wurde, haben wir 
die normale Methylenblaukatalyse, d. h. Absorption von Sauerstoff. In 
den iibrigen GefiBen treten beim Einkippen des Methylenblaus zu- 
nachst positive Drucke auf. Erst allmahlich erscheinen negative Drucke, 
die aber kleiner sind als in GefaB I. 

Die positiven Drucke in den GefaBen I] bis IV riihren her von 
einer Sauerstoffentwicklung aus Oxyhamoglobin. Sowohl spektro- 
skopisch als auch durch Bestimmungen der Sauerstoffkapazitat kann 
man zeigen, daB bei Zugabe des Methylenblaus Methamoglobin ent- 
steht, das sich mit der Blausiure zu Blausiuremethamoglobin ver- 
bindet. Durch den Versuch war entdeckt, dafs Methylenblau aus Oxy- 
hamoglobin Methamoglobin bildet, und zwar unter Bedingungen, 
unter denen Methylenblau katalytisch wirkt. 

Da Blausiuremethamoglobin eine sehr feste Verbindung ist, so 
wird —- wenn man viel Hamoglobin und wenig Blausaure hat die 
Blauséure durch Methylenblau aus den Lésungen entfernt. Hat man 
mehr Blausiure als Hamoglobin, so bleibt Blausaiure tibrig und es 
scheint — nach den Drucken in den GefaBen IIT und IV zu urteilen 
daB die Blausiure dann die Methylenblaukatalyse hemmt. Da jedoch 
bei gréBeren Blausiurekonzentrationen bald Himolyse auftritt und auch 
sonst die Bedingungen durch die Methaimoglobinbildung kompliziert 
sind, wollen wir die Frage, ob Blausiure die Methylenblaukatalyse 
hemmt, unentschieden lassen. 
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9. Methimoglobinbildung durch Methylenblau. 


Oxydiert man das zweiwertige Eisen des Hamoglobins zu drei- 
wertigem Eisen, so entsteht ,,Methamoglobin’’. Da das dreiwertige 
Eisen des Methamoglobins weder Sauerstoff noch Kohlenoxyd rever- 
sibel binden kann, so entwickeln Oxyhimoglobin oder Kohlenoxyd- 
hamoglobin, wenn man ihr zweiwertiges Eisen oxydiert, Sauerstoff 
oder Kohlenoxyd. 

Oft ist die Oxydation des zweiwertigen Hamoglobineisens mit 
anderen Oxydationen des Hamoglobinmolekiils verbunden. Dann 
entwickelt Oxyhamoglobin, dessen zweiwertiges Eisen man oxydiert, 
nicht die gesamte Menge des vorher gebundenen molekularen Sauerstoffs, 
sondern weniger. Unter Methimoglobinbildung faBt man also ver- 
schiedenartige Vorgange zusammen, denen gemeinsam ist die Oxydation 
des zweiwertigen Eisens zu dreiwertigem Haimoglobineisen, sowie der 
Verlust der reversiblen Sauerstoff- und Kohlenoxydbindung. 

Gibt man Methylenblau zu Lésungen von Oxyhamoglobin, so er- 
scheint der typische Rotstreifen des Methamoglobins, und es ent wickelt 
sich Sauerstoff. Wir beschreiben zunachst Versuche mit Lésungen 
von kristallisiertem Pferdeoxyhamoglobin, das nach der Vorschrift von 
W.C. Stadie und E.C. Ross! durch Elektrodialyse gewonnen wurde. 
Die Oxyhamoglobinkonzentration unserer Lésungen bestimmten wir 
nach Haldane-Barcroft mit Ferricyanid. Waren in einem GefaB bei 
Sattigung mit Luft a Kubikmillimeter molekularer Sauerstoff an 
Hamoglobin gebunden, so enthielt das GefaB 

ie F ' 
29400 Mole Oxyhamoglobin. 

In allen Fallen zeigte sich, daB die Methamoglobinbildung durch 
Methylenblau schneller geht, wenn die Lésungen Blausaure enthalten, 
eine Erscheinung, die mit der Bildung von Blausaéure-Methimoglobin 
zusammenhaingen mu}. Die gréBte Wirkung der Blauséure findet 
man, wenn Hamoglobin und Blauséure in Konzentrationen gleicher 
GroBenordnung vorhanden sind. 


Versuch 1. Kristallisiertes Oxyhamoglobin, gelést in m/10 Boratpuffer. 





PH 9,5. 38° Gasraum Luft. 
Gefaib I GefaB II 
Hauptraum : 2cem HbO,-Lisung (136 emm Op» 2cem HbO.-Lésung (136 emm O» 
= 0,61 .10-5 Mole) ohne HCN - 0,61 .10-5 Mole) + 2.10-5 Mole HCN 
Birne: 3 mg Methylenblau = 0,94.10-5 Mole 38mg Methylenblau = 0,94.10-5 Mole 
Einsatz : 0,15 cem 5°/9ig. KOH 0,15 cem 5°/gig. KOH 


Nach Einkippen des Methylenblaus 
In 10 Min. +45cemm 0, + 86emm O, 


1 W.C. Stadie u. E. C. Ross, Journ. of biol. Chem. 68, 229, 1926. 
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Versuch 2. 


Kristallisiertes Oxyhimoglobin, gelést in m/10 neutralem Phosphatpuffer. 


38°. Gasraum Luit. 





Gefab I GefaB II 
Hauptraum : 2cem HbO :-Lisung (= 2l6emm 0, 2ecm HbO,-Lésung (= 2l6emm 0, 
= 0,97 . 10-5 Mole) ohne HCN = 0,97. 10-5 Mole) + 2. 10-5 Mole HCN 
Birne: 3 mg Methylenblau = 0,94. 10-5 Mole 3 mg Methylenblau = 0,94 . 10-5 Mole 


Einsatz : 0,15 eem 5°/oig. KOH 0,15 cem 5°/9ig. KOH 


Nach Einkippen des Methylenblaus 
In 10 Min. + 67 emm O, + 127 emm O, 


Versuch 3. 


Kristallisiertes Oxyhamoglobin, gelést in m/10 Boratpuffer von py ¢,5. 

Die Lésung wurde mit Kohlenoxyd von Atmospharendruck gesittigt, wobei 

das Oxyhimoglobin in Kohlenoxydhamoglobin iibergefiihrt wurde. Dann 

wurden vier GefaBe I, IT, IIT und IV wie hierunter beschrieben gefiillt und 

120 Minuten bei 38° gehalten. Dann wurde in jedem GefaiB das chemisch 

gebundene Kohlenoxyd bei 20° nach Haldane-Barcroft mit Ferricyanid 
bestimmt. 





Haupt- I I Ill IV 
raum: | 2cem HbCO-Liéisung 2 cem HbCO-Lésung 2 cem HbCO-Lésung 2 ccm HbCO-Lésung 
(= 160emm CO (= 160emm CO (= 160 emm CO (= 160emm CO 
== 0,71 . 10-5 Mole) = 0,71.10-5 Mole) = 0.71 .10-5 Mole)= 0,71.10-5 Mole) 
ohne HCN + 2.10-5 Mole HCN ohne HCN + 2.10-5 Mole HCN 
+ 38mg Methylen- + 3 mg Methylen- + 3mg Methylen- + 3 mg Methylen- 
blau blau blau au 
(= 0,94. 10-5 Mole) (= 0,94 . 10-5 Mole) (= 0,94 . 10-5 Mole) (+ 0,94. 10-5 Mole) 


* Gasraum : 100 9/5 CO 100 %/5 CO 5 °/, CO, 95°) Argon 59/9 CO, 95 °/9 Argon 


Chemisch gebundenes CO nach 120 Min. 


163 emm 124 cmm 161 cmm 52 cmm 
‘ ' 
Kein Methamo- 24°, Methamo- Kein Methimo- 68% Methimo- 
globin globin globin globin 


Der Versuch zeigt, dab Methamoglobinbildung durch Methylen- 
blau aus Kohlenoxydhimoglobin — bei Abwesenheit von Blausaure 
nicht nachweisbar ist. Offenbar reagiert das Methylenblau nur mit 
dem Eisen des freien Hamoglobins, dessen Konzentration in 100°,, CO 
und seibst in 5°, CO sehr klein ist. Setzt man aber Blausaure hinzu, 
so ist die Tendenz des Methylenblaus, Methamoglobin zu bilden, gréBer, 
und dann kann man auch in Kohlenoxyd Methamoglobinbildung nach- 
weisen, die um so starker ist, je niedriger der Kohlenoxyddruck ist. 


Versuch 4. Nachdem gezeigt worden ist, daB Methylenblau in 
Lésungen von reinem Hamoglobin Methamoglobin bildet, beschreiben 
wir einen Versuch, in dem das Methylenblau zu hamolysierten Blut- 
zellen zugegeben wurde. Hamolysierte Blutzellen sind insofern vorteil- 
hafter als intakte Blutzellen, weil hier alles, was mit Permeabilitat 
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zusammenhangt, fortfallt, und weil die Methylenblaukatalyse die 
ja bei der Hamolyse verschwindet die manometrischen Messungen 
nicht stort. 


Durch Schiitteln defibriniertes Pferdeblut wurde zentrifugiert, 
das Sediment auf der Zentrifuge zweimal mit Kochsalzphosphat ge- 
waschen, dann scharf zusammenzentrifugiert und mit Wasser auf Blut- 
volumen aufgefiillt, wobei Haimolyse eintrat. Dann wurden je 2 ccm 
hamolysiertes Blut (,.h. B.“‘) in den Hauptraum kegelférmiger GefiBe 
eingefiillt. Die Birnen enthielten verschiedene Mengen Methylenblau. 
Zunachst wurde bei 38° die Sauerstoffentwicklung nach dem Ein- 
kippen des Methylenblaus 150 Minuten lang gemessen. Dann wurde 
bei 20° die Sauerstoffkapazitat nach Haldane-Barcrojt bestimmt und 
die Abnahme der Sauerstoffkapazitat (6cmm) mit den bei 38° ent- 
wickelten Sauerstoffmengen (2 cmm) verglichen. Ware bei 38° die 
emnzige Reaktion die Oxydation des zweiwertigen zu dreiwertigem 
Hamoglobineisen, so miiBte sein: 


Wie man aus den hierunter folgenden Zahlen sieht, stimmt diese Beziehung 


« 


ungefahr, aber nicht genau. z ist im allgemeinen etwas kleiner als 4 é, 


d.h., eine kleine Menge Sauerstoff wird bei 38° in Nebenreaktionen 
verbraucht. 


38°. Gasraum Luft. 





Haupt- I Il ul IV 
raum : 2 cem h. B. 2cem h. B. 2 cem h. B. 2cem h. B. 
(= 346cmm O», (= 346 emm Op, (= 346cemm Op» (= 346 emm Op» 
= 15.10-5 Mole) =1,5.10-5 Mole) = 1,5. 10-5 Mole) 1,5.10-5 Mole) 
Birne : _ 3 mg Methylenblau 0,3 mg Methylenblau 0,03 mg Methylen- 
(= 0,94.10-5 Mole) (= 0,94.10-6 Mole) blau 


(= 0,94.10-7 Mole) 
Einsatz : | 0,15eem5°/,9ig. KOH 0,15 cem5°/sig. KOH 0,15cem5°/ gig. KOH 0,15 cem 5°/,ig. KOH 


Nach Einkippen des Methylenblaus ent-wickelt 


Nach emm O2 emm O02 emm Og emm Op, 

10 Min. 0 103 47 15 

$5 , 0 164 79 25 

60 , 0 183 95 31 

90 , 0 195 106 35 
150 0 x = 202 x = 122 44 

O.-Kapazitat nach Haldane- Barcroft 
346cmm 0, 47emm Op, 162cemm O, 286 cmm Og 

ek ae —_ + ss 60 


“a... a —.: ; —. = = 
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Der Versuch zeigt, daB Methylenblau mehr als die ihm aquivalente 
Menge Methamoglobin bilden kann. Es war: 





Methylenblau eingekippt Sauerstoff, nach 150 Min. 


entwickelt 
In GefaB II... .. 0,94. 10-5 Mole 0,90 .10-5 Mole 
“ar | ee 0,94.10-° , 0,55.10-°  , 
eee 0,94.1077 , 0,20. 10-5 


” ” 


Dies ist leicht verstandlich, da das bei der Oxydation des Himo- 
globins verbrauchte Methylenblau (das Leukomethylenblau) immer 
wieder zu Methylenblau reoxydiert wird. Hatte man lange genug 
gewartet, so ware voraussichtlich in allen GeféBen die Methamoglobin- 
bildung vollstandig gewesen. 

Fiir lange bei 38° auszufiihrende Versuche eignet sich hamolysiertes 
Blut besser als Lésungen von kristallisiertem Hamoglobin. Aus un- 
bekannten Griinden sind Lésungen von kristallisiertem Hamoglobin, 
bei 38° in Berithrung mit Sauerstoff, unbestandig. 


Versuch 5. Durch verschiedene Beobachtungen kamen wir zu der 
Auffassung, daB Blutzellen eine Substanz enthalten, die die Re- 
oxydation des Methylenblaus katalytisch beschleunigt. 


Rote Blutzellen enthalten Kupfer. Wir haben gefunden, dab 
Kupferspuren die Methaimoglobinbildung durch Methylenblau _ be- 
schleunigen unter Bedingungen, unter denen die Reoxydation des 
Methylenblaus von Bedeutung ist, d.h., bei kleinen Methylenblau- 
konzentrationen. 

38°. Gasraum Luft. 





| 


Gefab I GefaB II 
Hauptraum : 2cem himol. Pferdeblut 2eem himol. Pferdeblut 
(= 346 emm O, = 1,5. 10-5 Mole) (= 346 emm O, = 1,5. 10-5 Mole) 
| 42. 10-6 Mole Cu (als CuSO,4) 
Birne : 0,03 mg Methylenblau 0,03 mg Methylenblau 
(= 0,94 . 10-7 Mole) (= 0,94 . 10-7 Mole) 


Einsatz : 0,15 cem 5°/oig. KOH 0,15 cem 5 °/9ig. KOH 





Nach Einkippen des Methylenblaus 


Nach 10 Min. 15emm 0, 30 emm Oy, 
» Be | 4. se .. Seen 
<< fa ae oe  s % 


Dieser Versuch veranlaBte uns, die Oxydation von Leukomethylen- 
blau durch Luftsauerstoff naiher zu untersuchen!. 


1 A. Reid, Chem. Ber. 68, 1920, 1930. 
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Versuch 6. Wie in Lésungen von kristallisiertem Haimoglobin und 
in hamolysiertem Blut, so bildet Methylenblau auch in intakten Blut- 
zellen Methamoglobin. Ein Versuch mit Methylenblau, Blausdiure und 
intakten Zellen ist in Abschnitt 8 mitgeteilt. Hier folgt ein Versuch 
ohne Blausaure. 

Gibt man Methylenblau zu zuckerhaltigen Kaninchenblutzellen, 
so treten bei der manometrischen Anordnung nur in den ersten Minuten 
positive Drucke auf. Die von der Methamoglobinbildung herriihrende 
Sauerstoffentwicklung wird durch die schnell einsetzende katalytische 
Zuckerverbrennung verdeckt. Man muB deshalb, wenn man die Met- 
hamoglobinbildung beobachten will, die Blutzellen vorher durch Waschen 
mit 0,9°,iger Kochsalzlésung méglichst von Zucker befreien. 


2cem Kaninchenblutzellen in Kochsalz-Phosphat ohne Glucose. 38°. 
Gasraum Luft. 





Haupt- Gefab I GefaB I Gefa6 UI GefaB IV 
raum : 2ccm Blutzellen 2eem Blutzellen 2cem Blutzellen 2ecem Blutzellen 
(= 360 emm O2 (= 360 emm Op» (= 360 emm O, (= 360 emm Op», 
= 1,6.10-5 Mole) = 1,6.10-5 Mole) = 1,6.10-5 Mole) = 1,6. 10-5 Mole) 
Birne: _2mg Methylenblau 0,5 mg Methylen- 0,05 mg Methylen- 0,01 mg Methylen- 
(= 6,3.10-® Mole) blan lau blau 
(= 1,6.10-® Mole) (= 0,16. 10-® Mole) (= 0,03 . 10-*® Mole) 


Einsatz: 0,15ceem5°/9ig. KOH  0,15cem5°/,sig. KOH 0,15eem5°/oig. KOH 0,15cem 5° gig. KOH 


Nach Einkippen des Methylenblaus 


Nach 

10 Min. | + 29emm Oy, + 14emm 0, +7emm O, + 2emm Oy, 
a. — ss. 4 +3, » +o ~@ @ 
100 , Me: .5 » +e, » <5 


10. Gleichung der Methimoglobinbildung durch Methylenblau. 


Wir schreiben die Reaktion zwischen Methylenblau und Hamoglobin 
in der Form: 


Methylenblau + 2 Hamoglobin + 2 Wasser [= Leukomethylenblau 
+ 2 Methamoglobin, 


wobei die Primarreaktion vermutlich der Ubergang eines Elektrons} 
von dem Hamoglobineisen auf das Methylenblau ist. 

Nach dieser Gleichung ist die Substanz, die mit Methylenblau 
reagiert, das freie Himoglobin. In Sauerstoff ist die Konzentration 
des freien Hamoglobins durch die Affinitét des Sauerstoffs zu Hamo- 
globin, in Kohlenoxyd durch die Affinitat des Kohlenoxyds zu Hamo- 


1 Vgl. hierzu die Oxydationstheorie von W. Mansfield Clark, Studies 
on Oxidation-Reduction, Hygienic Labor. Bull. No. 151; United States 
Public Health Service 1928. 
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globin bestimmt. Weil Hamoglobin Kohlenoxyd viel fester bindet 
als Sauerstoff, ist die Konzentration an freiem Hamoglobin in Kohlen- 
oxyd viel kleiner als in Sauerstoff: Kohlenoxyd ,,hemmt* die Met- 
hamoglobinbildung. 

Sauerstoff ist von EinfluB8 auf die Reaktion nicht nur, indem 
er auf die Konzentration des freien Hamoglobins wirkt, sondern auch, 
indem er das Leukomethylenblau reoxydiert und damit die Einstellung 
eines Gleichgewichts verhindert. In Sauerstoff muB die Reaktion 
im Sinne unserer Gleichung vollstandig von links nach rechts verlaufen. 
Will man das Gleichgewicht messen, so hat man unter AusschluB von 
Sauerstoff zu arbeiten. Eine geeignete Anordnung zur Messung des 
Gleichgewichts ist Versuch 3, Abschnitt 9, die Reaktion zwischen 
Methylenblau und Kohlenoxydhaimoglobin in Kohlenoxyd von_ be- 
kanntem Partialdruck. 

Blausdure reagiert unter den Bedingungen unserer Versuche nicht 
merklich mit freiem Hamoglobin, bildet aber mit Methamoglobin eine 
feste Verbindung. Blauséure verschiebt also das Gleichgewicht im 
Sinne unserer Gleichung von links nach rechts. Wir erklaren damit 
im wesentlichen den im vorigen Abschnitt beschriebenen EinfluB der 
Blauséure auf die Methaimoglobinbildung. 

Anmerkung. Gleichzeitig mit uns! hat W. B. Wendel? gefunden, 
daB bei Zugabe von Methylenblau zu roten Blutzellen Methimoglobin 
entsteht. W.B. Wendel erkliart die Methamoglobinbildung durch 
Methylenblau nicht durch eine direkte Reaktion zwischen Methylen- 
blau und Hamoglobin, sondern nimmt an, da Methylenblau zunachst 
durch irgendeinen unbekannten Zellbestandteil zu Leukomethylen- 
blau reduziert wird, und daB dann aus Leukomethylenblau + Oxy- 
hamoglobin Methylenblau und Methamoglobin wird. 

DaB dies nicht sein kann, scheint uns hervorzugehen: 

1. aus der Tatsache, daB Methylenblau auch in reinen Himoglobin- 
lésungen Methamoglobin bildet: 

2. dab Methylenblau auch bei Abwesenheit von Sauerstoff, z. B. 
in Kohlenoxyd, Methamoglobin bildet. 


11. Riickbildung des Methimoglobins zu Himoglobin durch Kohlenhydrat. 


Gibt man Methylenblau zu intakten roten Kaninchenblutzellen, 
die méglichst zuckerfrei gewaschen sind, so beobachtet man bei der 
manometrischen Anordnung die Entwicklung positiver Drucke, her- 
rihrend von der Methaimoglobinbildung (Versuch 6, Abschnitt 8). 


1 O. Warburg u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 221, 494, 1930. 
2 W. B. Wendel, Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med.27, 624, 1930. 
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Macht man Parallelversuche mit Kaninchenblutzellen, denen Zucker 
zugesetzt wurde, so entstehen beim Einkippen des Methylenblaus 
negative Drucke, die von der katalytischen Zuckeroxydation herriihren. 
Zunachst scheint es, daB man in roten Blutzellen zwei voneinander 
unabhangige katalytische Wirkungen des Methylenblaus hat, eine 
katalytische Methamoglobinbildung und eine katalytische Zucker- 
oxydation. Die nahere Untersuchung hat gelehrt, daB dies nicht so 
ist, vielmehr hangen beide Vorgiange ursaéchlich zusammen. Die Primar- 
reaktion bei Zugabe von Methylenblau ist die Methamoglobinbildung. 
Auf sie folgt die Reduktion des Methimoglobins zu Hamoglobin durch 
Kohlenhydrat. Ist kein Kohlenhydrat vorhanden, so hauft sich das 
Methamoglobin an. Bei Gegenwart von Kohlenhydrat stellt sich ein 
stationarer Zustand ein, in dem ebensoviel Methamoglobin durch das 
Kohlenhydrat reduziert, als Methimoglobin durch das Methylenblau 
gebildet wird. Zum Beleg fiihren wir zwei Versuche an, einen ersten 
mit Menschenblutzellen, einen zweiten mit Kaninchenblutzellen. 


Versuch 1. 





2eccm Menschenblutzellen in Kochsalz-Phosphat. 38°. Gasraum Luft. 
GefaB I GefiB II GefaB 11 GefiB IV 
Hauptraum : 2cem Zellen 2ecem Zellen 2cem Zellen 2ecem Zellen 
(= 370 emm O 2) | (= 370emm Og) (= 370 emm Og) | (= 370emm Og) 
+ 0.2 mg + 0.2 mg 
Methvlenblau Methylenblau 
Birne : - 0.1 cem _ 0.1 eem 
10 °/ig. Glucose 10° ,ig. Glucose 
Einsatz : 0,15 cem 0,15 cem 0.15 cem 0,15 eem 
5° /oig. KOH 5°/oig. KOH 5°/oig. KOH 5° pig. KOH 


Vor Einkippen des Zuckers 


emm Op» emm Op, emm Op» emm O2 
In 10 Min. . . — - +11 +13 
Nach Einkippen des Zuckers 
emm Op emm Op» emm Og emm O, 
i 10 Mia... — 0,6 0 + 8,5 + 5,2 
sm « se 0 —- 1,1 + 5,2 + 6,5 
SS a i — 0.6 0 + 6,5 — 11,7 
> ae - 0,6 0 + 15,0 — 66,0 
38 GPP — 2,0 — 2,1 + 9.0 — 58,5 
 —_— ae 0 0 + 7,1 68,0 
oe = oe —13 — 1,6 + 58 — 67,5 
Sa. in 190 Min. — 5,1 — 4,8 + 57,1 — 260 
O.-Kapazitat nach Haldane-Barcroft nach 190 Min. 
374cemm 0, 864emm 0, 202cmm 0, | 370cmm 0, 
Betrachten wir zunachst die GefaéBe I und II, so hat sich ohne 
Methylenblau — die Sauerstoffkapazitaét nicht geandert, es ist kein 


Methamoglobin gebildet worden. In Gefaé6B III ist die Sauerstoffkapa- 


18* 
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zitat von 370 auf 202 gesunken, d. h., ohne Zucker sind in 190 Minuten 
45%, des Oxyhamogiobins in Methamoglobin tibergefiihrt worden (nur 
ein Teil des nach der Haldane-Barcroft-Bestimmung fehlenden Sauer- 
stoffs ist in den 190 Minuten in den Gasraum entwickelt worden; ein 
Teil ist schon vor den 190 Minuten entwickelt worden, ein Teil zur 
Oxydation des Himoglobineisens und in unbekannten Reaktionen ver- 
braucht worden). In GeféB IV ist die Sauerstoffkapazitat — trotz 
des Methylenblaus — nicht gesunken, d.h. der Zucker hat das durch 
Methylenblau gebildete Methimoglobin quantitativ wieder zu Hdmoglobin 
reduziert!, 

Spektroskopisch war nach 190 Minuten —- nach Verdiinnen mit 
Wasser — in dem Inhalt der GefaiBe IIT und IV die Methylenblau- 
bande bei 660 4 zu sehen, in GefaB III, nicht aber in GefaB IV, 
auBerdem die Methimoglobinbande bei 630 py. 


Versuch 2. 


2cem Kaninchenblutzellen in Kochsalz-Phosphat. 38°. Gasraum Luft. 





Gefab I Gefaf I Gefab Il 
Hauptraum : 2eem Zellen 2ecem Zellen 2eem Zellen 
(= 288 cmm Op 2) (= 288 emm Op2) (= 288 emm Op) 


+ 0,2 mg Methylenblau | + 0,2 mg Methylenblau 
Birne : 0,1 ecm 10°/ ig. Glucose 


Einsatz: 0,15 cem 5°%/ ig. KOH | 0,15 ecem 5°%/gig. KOH | 0,15 cem 5°%/ pig. KOH 


Nach Einkippen des Zuckers 


emm O2 emm Oz emm O2 
In 10 Min... . — 1,3 - 2.6 — 13 
SS a ee — 13 +13 — 23 
- ia — 19 + 1,9 - 65 
ss — 13 + 2.6 — 155 
a — 43 + 0,7 — 158 
umme in170 Min. — 10,1 + 9,1 — 414 


O.-Kapazitaét nach Haldane-Barcroft nach 170 Min. 
288 emm O, 185emm 0, 288 cmm O, 


Versuch 2 verlief also in jeder Hinsicht wie Versuch 1. Methylen- 
blau ohne Zuckerzusatz bewirkte ein Sinken der Sauerstoffkapazitat 
von 288 auf 185, entsprechend einer Methamoglobinbildung von 36°, 
des gesamten Hamoglobins. Zusatz von Zucker bewirkte ein voll- 


1 DaB Methaimoglobin zu Hamoglobin regeneriert werden kann, ist 
mehrfach beobachtet worden. Vgl. dariiber z.B. K. Sakurai, Arch. f. 
exper. Pathol. u. Pharm. 107, 287, 1925; 109, 198, 1925; 109, 214, 1925. 
DaB hier eine Reaktion zwischen Methimoglobin und Kohlenhydrat zu- 
grunde liegt, war unseres Wissens nicht bekannt. 
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standiges Verschwinden des Methamoglobins. Die Sauerstoffkapazitat 
in dem Methylenblau + Zucker enthaltenden Blute war nach 170 Minuten 
ebenso groB, wie in dem Blute, dem kein Methylenblau zugesetzt war, 
In Ubereinstimmung damit war der Methaimoglobinstreifen (630 sj) 
nach 170 Minuten in GefaB LI, nicht aber in GefiB LI zu sehen. 


12. Kohlenhydratverbrennung durch Methimoglobin. 


Durch Methylenblau entsteht Methaimoglobin in roten Blutzellen 
und verschwindet wieder durch Reaktion mit Glucose oder deren 
Spaltungsprodukten. Wir haben untersucht, ob Methamoglobin, das 
auf andere Art als durch Methylenblau erzeugt wird, imstande ist, 
Kohlenhydrat zu verbrennen. 


Methamoglobin reagiert im Reagenzglas weder mit Glucose, noch 
mit Hexosemonophosphorsaéure, noch mit Hexosediphosphorsaure, noch 
mit Milchséure. Offenbar sind die Oberflachen fiir die Reaktion not- 
wendig, wofiir ja auch die Narkosierbarkeit der Methylenblauwirkung 
spricht. 

Gibt man zu luftgesattigten roten Blutzellen Chinon oder Phenyl- 
hydrazin oder Amylnitrit in nicht zu groBen Mengen, so wird das Oxy- 
hamoglobin, ohne daB die Zellen zerstért werden, in Methimoglobin 
verwandelt. Dabeientstehen durch jeden der dreiStoffe Methamoglobine, 
die in der Zelle reaktionsfaihig sind, jedoch in jedem Falle verschieden 
wirkende Methamoglobine. Am iibersichtlichsten waren die Ergebnisse 
mit Methamoglobin, das durch Amylnitrit erzeugt wurde, und auf dieses 
Methamoglobin wollen wir uns im folgenden beschranken. 


Methdmoglobinzellen. Luftgesittigte Suspensionen von Kaninchen- 
blutzellen in Kochsalz-Phosphatlésung, von der Zelldichte des Blutes, 
wurden mit dem 2!.,fachen Volumen einer 0,05°.igen Lésung von 
Amylnitrit (in Kochsalz-Phosphat) vermischt und bei Zimmertemperatur 
10 Minuten stehengelassen. Dann waren etwa 50 °,, des Oxyhimoglobins 
in Methamoglobin verwandelt, die Farbe der Suspensionen war von 
Hellrot in Braun umgeschlagen. Die Zellen wurden zur Entfernung 
iiberschiissigen Amylnitrits zweimal auf der Zentrifuge mit Kochsalz- 
Phosphat gewaschen und ayf das urspriingliche Blutvolumen aufgefiillt. 
Schiittelt man die braunen Zellen ohne Glucosezusatz bei 38° mit Luft, 
so bleiben sie braun, sie werden bei Zusatz von Glucose bald hellrot, 
wobei sich die Reaktionen abspielen: 

Methamoglobin + Kohlenhydrat = Hamoglobin + Oxydationsprodukte 
des Kohlenhydrats, 


Hamoglobin + Sauerstoff = Oxyhamoglobin. 


Zum Beleg dienen die folgenden Versuche: 
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Versuch 1. 
Zeitlicher Verlauf der Methamoglobinreduktion. Fiir eine Suspension 
normaler Kaninchenblutzellen in Kochsalz-Phosphat wurde die Sauerstoft- 
kapazitit nach Haldane-Barcrojft bestimmt. Dann wurde ein Teil des 
Hamoglobins durch Amylnitrit in Methaimoglobin verwandelt, auf das 
urspriingliche Volumen aufgefiillt und wieder die Sauerstoffkapazitat 
bestimmt. Dann wurde in kegelférmigen GefaBen, mit Glucose und ohne 
Glucose, bei 38° mit Luft geschiittelt und die Sauerstoffaufnahme gemessen 
(vgl. Abb. 2). War die Sauerstoffaufnahme klein geworden, so wurde die 
Sauerstoffkapazitat (bei 20°) nach Haldane-Barcroft gemessen. 


24/), 
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1 Luft. Die Sauerstoffkapa- 


Die Sauerstoffkapazitat der Methiimo- 


globinzellen war zur Zeit t = 0 130cemm Oy», zur Zeit t = 260’ 294emm in dem Gefab mit 
Glucose und 146 emm QO, in dem GefaB ohne Glucose. 


38°. Gasraum Luft. 





Gefab I Gefab U GefiB IT 
Hauptraum: 2cem normale Zellen 2cem Methimoglobin- | 2 cem Methamoglobin- 
(= 288 emm Op) zellen (= 130 emm Op) | zellen (= 130 emm Op») 
Birne: | 0,1 cem 10°/9ig. Glucose - | 0,1 cem 10 °/,ig. Glucose 
0,15 cem 5°/9ig. KOH 0,15 cem 5°/9ig. KOH | 0,15 cem 5°%/oig. KOH 


Einsatz : 


Nach Einkippen der Glucose 


emm Op», emm O2 emm Op», 

Nach 10 Min. . — 4 8 
ee — 7 24 
a -- 16 79 
« tae « -- 31 173 
>; ae — 47 210 
ee fe _ 61 230 
ae 8 68 238 


O.-Kapazitat nach Haldane-Barcroft 


288 emm Oy, 146 emm Oz, 294 cmm O, 


Betrachten wir zundchst GefaB IL (Methamoglobinzellen ohn 
Glucose), so werden in 260 Minuten 68 emm O, verbraucht, also 60 cmm 
mehr als in dem normalen Blute. Die Sauerstoffkapazitat steigt in 


der gleichen Zeit nur unwesentlich, namlich von 130 auf 146 cmm Q,. 
Methamoglobin erzeugt also in glucosefreien Blutzellen einen Sauerstoff- 
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verbrauch, der nicht verbunden ist mit einer Riickbildung von Hamo- 
globin. Mit dieser Wirkung des Methimoglobins wollen wir uns nicht 
beschaftigen. Betrachten wir GefaiB II] (Methamoglobinzellen mit 
Glucose), so sehen wir, daB der Sauerstoffverbrauch viel gréBer ist. 
Er steigt nach dem Einkippen der Glucose schnell auf den Wert von 
110 cmm pro Stunde an und nimmt dann allmahlich ab. Die Sauerstoff- 
kapazitat steigt dabei von 130 auf 294cmm Q,, also (innerhalb der 
Fehlergrenzen) auf die Sauerstoffkapazitat des normalen Blutes. 
Das gesamte Methimoglobin wird durch die Glucose zu Hamoglobin 
regeneriert. Dabei ist der Mehrverbrauch an Sauerstoff in GefaéB ILI 
gegen GefaB I 238 — 68 = 170 cmm O,, die Zunahme der Sauerstoff- 
kapazitat in GefaB II] = 294 — 130 = 164 cmm O,, d.h. die Wirkung 
der Glucose besteht quantitativ in der Reduktion des Methdimoglobins zu 
Hémoglobin. 
Versuch 2. 
In diesem Versuch vergleichen wir die Maximalgeschwindigkeit der Oxy- 
dation, die durch Methylenblau in normalen zuckerhaltigen Blutzellen erzeugt 
wird (GefaB II), mit der Maximalgeschwindigkeit der Oxydation, die (ohne 
Methylenblau) durch Methaémoglobin in zuckerhaltigen Blutzellen erzeugt 
wird (GefaB III). (Graphische Darstellung in Abb. 1 in der Einleitung zu 
dieser Arbeit.) In GefaB IV ist die Luft durch Kohlenoxyd ersetzt. Hier 
wird die Reaktion zwischen Methaimoglobin und Glucose nicht durch die 
Bildung von Oxyhamoglobin, sondern durch die Bildung von Kohlenoxyd- 
himoglobin gemessen. 38°. 





Haupt- Gefab I Gefa6 II Gefa6 Il Gefa6 IV 
raum : 2eem normale 2eccm normale 2ecm Methimo- 2ecm Methimo- 

Zellen Zellen + 0,2 mg globinzellen globinzellen 
(= 360 emm O02) Methylenblau (= 192 emm Op) (= 192 emm CO) 

(= 360 emm Op») 
Gasraum : Luft Luft Luft 100%, CO 
Birne : 0,1 cem 0,1 cem 0,1 ecm 0,1 com 

10°/oig. Glucose 10°/,ig. Glucose 10°/oig. Glucose 10°/9ig. Giucose 


Einsatz: 0,15 cem 5°/9ig. KOH 0,15cem 5°/ pig. KOH 0,15cem 5°/,ig. KOH|0,15cem 5° gig. KOH 


Nach emm Og emm Op» emm Og emm CO 
30 Min. 6 | 28 29 36 
40 . 6 a4 8 59 
ma , 14 205 17 162 
185 , 18 336 204 169 
(4,-Kapazitat oder C O-Kapazitat. 
360 emm Op, 360 emm Oy 358 emm Oy 368 cmm CO 


Die Maximalgeschwindigkeiten der Sauerstoffaufnahme, die durch 
Methylenblau oder durch Methamoglobin erzeugt werden (GefaBe IL 
und III), sind: 





Maximalgeschwindigkeit der Oxydation 


Durch Methylenblau ........ 138 
Durch Methamoglobin ....... 114 


emm QO, pro Std. und GefaB 
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Beide Geschwindigkeiten sind also von der gleichen GréBenordnung. 
Die durch Methamoglobin bewirkte Oxydationsgeschwindigkeit nimmt 
im Laufe der Zeit ab, weil das Methimoglobin verbraucht wird. Die 
durch Methylenblau bewirkte Oxydationsgeschwindigkeit bleibt zeitlich 
konstant, weil das verbrauchte Methamoglobin durch das Methylenblau 
nachgebildet wird. 

Ein Vergleich der GefiBe III und IV zeigt, daB Kohlenoxyd und 
Sauerstoff mit ungefihr der gleichen Anfangsgeschwindigkeit auf- 
genommen werden, ein neuer Beweis dafiir, daB die Glucosewirkung 
quantitativ eine Regeneration des Hamoglobins ist. Allmahlich gewinnt 
das GefaB III, das Luft enthalt, einen Vorsprung gegen GeféB IV, wegen 
der erwahnten, von Glucose unabhaingigen Methimoglobinwirkung. 

Die Sauerstoffkapazitat der Methamoglobinzellen steigt in Luft 
von 192 cmm O, auf den Normalwert von 360 cmm O,. Entsprechend 
steigt die Kohlenoxydkapazitat der Methamoglobinzellen in Kohlen- 
oxyd von 192cmm CO auf den Normalwert (368 cmm CQ). 


Versuch 3. 
Der respiratorische Quotient und die Brenztraubenséurebildung wurden 
fiir Methamoglobinzellen in der gleichen Weise bestimmt wie jiir Methylen- 
blauzellen (vgl. Abschnitt 3 und 4). Die Kaninchenblutzellen waren in 
Kochsalz-Phosphat suspendiert, Methimoglobin — etwa 50°, des Gesamt- 
hamoglobins — war durch Amylnitrit erzeugt. Temperatur 38°. Gasraum 
Luft. Versuchsdauer etwa 3 Stunden (bis zur vollstandigen Umwandlung 
des Methaimoglobins in Hamoglobin). 


2cem Methdmoglobinzellen in Kochsalz-Phosphat, 0,2% Glucose. 


Sauerstoff, in 190 Minuten verbraucht ...... 20, = 238 cmm 
Kohlensaure, in 190 Minuten an den Gasraum ab- 

gegeben. . .. - ++ 20,= 57 ,, 
Kohlensaure, zur Zeit bow 0 chemiach "gebunden , oe ws 
Kohlensaure, zur Zeit ¢ = 190 Minuten chemisch 

gebunden .. . 164 
Zunahme der chemise h gebundenen Kohlensaure in 

190 Minuten. . .... ‘ ~ ++ ss . 0O,= 89 ,, 
Respiratorischer Quotient - —_ O- 260, = 0,61 

Os 


Gleichzeitig Brenztraubensaure gebildet 0,36 mg. 


2cem derselben Zellen, aber 1°, Glucose in der Salzlésung. 


Sauerstoff, in 190 Minuten verbraucht ..... . 20, = 233 ccm 
Kohlensaure, in 190 Minuten an den Gasraum ab- 

gegeben. . . . Pi Ps Sie eee ss OK 65,5 ,, 
Kohlensaéure, zur Zeit ie 0 chemisch gebunden. . 81 ow" 
Kohlensaéure, zur Zeit ¢ = 190 Minuten chemisch 

gebunden .. . 173 “ 
Zunahme der chemsiach gebundenen Kohlenséure in 

CE Neer ee ee ee ee LEO, = 92 o 

ICO, + LEO, 


Respiratorischer Quotient 0,68 


ZO, 
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Vergleichen wir die gebildete Menge Brenztraubenséure (0,36 mg) 
mit dem gleichzeitig absorbierten Sauerstoff (238 cmm), so ist bei der 
Methamoglobinatmung das Verhaltnis: 

Mole O, absorbiert 26 
Mole Brenztraubensaure gebildet  ~ " 


wahrend wir fiir die Methylenblauatmung nach Abschnitt 4 fanden: 
Mole O, absorbiert 
Mole Brenztraubensaure gebildet 3 
Der respiratorische Quotient fiir die Methimoglobinatmung: 
Mole CO, gebildet 
Mole O, absorbiert 


ist gleich 0,61 bis 0,68, im Mittel 0,65, und scheint in geringem MaBe 
von der Glucosekonzentration abzuhingen. Fir die Methylenblau- 
atmung fanden wir (Abschnitt 3) einen respiratorischen Quotienten 
von 0,78. 

Der respiratorische Quotient bei der Methimoglobinatmung ist 
auffallend groB, wenn man bedenkt, daB der Sauerstoff, der hier ver- 
schwindet, an das Eisen des Himoglobins gebunden wird. Nur ein Viertel 
dieses Sauerstoffs wiirde auf die Glucose iibertragen, wenn Amylnitrit- 
Methamoglobin nichts anderes ware, als Hamoglobin mit drei- 
wertigem Eisen. Dann aber ware der wirkliche respiratorische Quotient 
4 x 0,65 = 2,6. Da dieser Wert unwahrscheinlich ist, nehmen 
wir an, daB Amylnitrit-Methimoglobin kein Methimoglobin ist, wie 
es bei der Ferricyanidreaktion aus Himoglobin entsteht, sondern ein 
sauerstoffreicheres Methamoglobin, das zwar keinen locker gebundenen, 
aber chemisch reaktionsfahigen Sauerstoff enthalt. 


13. Mechanismus der Methylenblaukatalyse. 

Gibt man zu roten Blutzellen Methylenblau, so hat man die Reaktion 

(1) Methylenblau + n Hamoglobin + n Wasser = Leukomethylenblau 
+ n Methamoglobin, 

wo die Zahl n wahrscheinlich gleich 2 ist. 

Sind die Zellen frei von Kohlenhydrat, so hiuft sich Methamoglobin 
an. Enthalten die Zellen Kohlenhydrat, so folgt auf die Reaktion I 
die Reaktion: 
(II) » Methamoglobin + Kohlenhydrat = n Hamoglobin + Kohlen- 

hydratoxydationsprodukte + n Wasser, 


wobei es dahingestellt bleibe, ob hier Hexose oder Hexosephosphorsaure- 
ester oder Hexosespaltungsprodukte mit dem Methamoglobin reagieren. 
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Nimmt man als dritte Gleichung noch die Reoxydation des Leuko- 
methylenblaus hinzu: 

(111) Leukomethylenblau + 1, Sauerstoff = Methylenblau + Wasser 

und addiert die drei Gleichungen, so erhalt man: 

Kohlenhydrat + |. Sauerstoff = Kohlenhydrat-Oxydationsprodukte 
+ Wasser. 

Jeden der drei Vorgange, aus denen sich die Methylenblaukatalyse 
zusammensetzt, kann man fiir sich untersuchen und messen: Vorgang I, 
indem man Methylenblau zu zuckerfreien Blutzellen zusetzt ; Vorgang II, 
indem man Methimoglobin durch Amylnitrit in Blutzellen erzeugt. 

Reaktion II ist eine Reaktion an Oberflichen. Methylenblau, das 
an den Oberflichen in den Blutzellen adsorbiert wird, erzeugt Met- 
haimoglobin an den Oberflichen — d.h. an den Reaktionsorten - 
und deshalb geniigt bei der Methylenblaukatalyse eine kleine Met- 
himoglobinkonzentration, um groBbe Oxydationswirkungen hervor- 
zubringen. Im stationaéren Zustand der Methylenblaukatalyse ist die 
Methamoglobinkonzentration klein. 

Erheblich mehr Methimoglobin ist notwendig, um durch Amy]l- 
nitrit eine der Methylenblaukatalyse entsprechende Oxydations- 
geschwindigkeit zu erzeugen. Hier wird das Methamoglobin nicht nur 
an den Oberflachen, sondern auch im fliissigen Zellinhalt gebildet und 
muB nun, um zu reagieren, aus dem fliissigen Zellinhalt an die Ober- 
flachen diffundieren. Deshalb findet man (vgl. Abb. 1 in der Einleitung 
zu dieser Arbeit), daB sich die Kurve der ,,Methaimoglobinatmung* 
schon gegen die Abszissenachse neigt, wenn die Methaimoglobin- 
konzentration noch relativ groB ist. 

Kohlenoxyd hemmt die Methaimoglobinbildung, indem es die 
Konzentration an freiem Himoglobin vermindert und hemmt deshalb 
die Methylenblaukatalyse. Arbeitet man mit groBen Methylen- 
blaukonzentrationen — bei denen die Katalyse fast unabhangig 
von der Methylenblaukonzentration ist —-, so wird die Katalyse nur 
wenig gehemmt, wenn man die Methamoglobinbildung durch Kohlen- 
oxyd verlangsamt. Geht man jedoch mit der Methylenblaukonzentration 
herunter, bis sich die Katalyse in erheblichem Mabe mit der Methylen- 
blaukonzentration andert, und hemmt nunmehr die Methamoglobin- 
bildung durch Kohlenoxyd, so findet man eine starke Hemmung der 
Katalyse durch Kohlenoxyd. 

Was Vorgang III anbetrifft, die Reoxydation des Leukomethylen- 
blaus, so ist Gleichung (III) nur eine Bilanzgleichung. Nach Versuchen 
von A. Reid! entsteht bei dieser Reaktion Wasserstoffperoxyd. 


! Unverdffentlicht. 
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Im ganzen sieht man aus den Tatsachen, die in dieser Arbeit mit- 
geteilt worden sind, wie notwendig es ist, auch bei der Untersuchung 
von Lebensvorgaingen, zwischen der Bilanz und dem Mechanismus 
chemischer Reaktionen zu unterscheiden. Setzt man zu roten Blut- 
zellen Methylenblau und beschrankt man sich auf die Untersuchung 
der Bilanz, so sieht es so aus, als ob durch einen zellfremden Farb- 
stoff, ohne Beteiligung von Schwermetallen, Wirkungen erzielt wirden, 
die den normalen katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz 
vergleichbar waren. Die nahere Untersuchung jedoch zeigt, daB hier 
eine Schwermetallkatalyse vorliegt, die den normalen katalytischen 
Wirkungen der lebendigen Substanz nahe verwandt ist. 





Die Wirkungen der kurzwelligen Strahlen auf EiweiGkérper. 
I. Mitteilung. 


Von 
B. Rajewsky. 


(Aus dem Institut fiir physikalische Grundlagen der Medizin, 
Universitat Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1930.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Die groBe Empfindlichkeit des pflanzlichen und tierischen Gewebes 
in bezug auf kurzwellige Strahlen (ultraviolette, Réntgen- und Radium- 
strahlen) erregt groBes praktisches und wissenschaftliches Interesse. 
In der Praxis hat sie zum Ausbau der Strahlentherapie gefiihrt, deren 
Erfolge heute allgemein anerkannt sind. Wissenschaftlich hat sie AnlaBb 
zu zahlreichen Untersuchungen gegeben, deren Hauptzweck die Klarung 
des Mechanismus der Strahlenwirkung auf biologische Objekte ist. 
Die strahlenbiologische Literatur ist in den letzten Dezennien bis zur 
Uniibersichtlichkeit angewachsen. In der Hauptsache befabte man sich 
dabei mit der Feststellung und Beschreibung der Strahlungsreaktionen 
biologischer Kérper, seltener mit der Systematisierung und Klassi- 
fizierung der beobachteten Erscheinungen. Meistens hat man die 
komplizierten Endreaktionen des Gewebes dem Studium unterworfen. 
Die systematischen Untersuchungen, die ihr Ziel in der Klarung der 
primdren Grundvorginge der biologischen Strahlenwirkung haben, 
sind in der Fille der vorhandenen strahlenbiologischen Literatur nur 
ganz selten vertreten. Indessen haben gerade diese primdren Grund- 
vorgange eine besondere Bedeutung, da ja nur bei voller Klarheit 
in dieser Richtung die Deutung der komplizierten Zwischen- und End- 
reaktionen des biologischen Mediums auf Strahlenwirkung méglich ist. 


Das Problem der primaren Vorginge der biologischen Strahlen- 
wirkung zerfallt grundsatzlich in zwei Einzelfragen: 


1. Wo liegt der primaire Angriffspunkt der Strahleneinwirkung. 


2. Wie vollzieht sich der primaire Vorgang dieser Wirkung. 
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Bei der Untersuchung der ersteren Frage kann die Aufmerksamkeit 
entweder auf die morphologisch-konstitutionellen Einheiten des Gewebes 
(etwa Zellen oder Zellkerne) oder auf seine substantiellen Einheiten, 
seine stofflichen Bestandteile (etwa EiweiBkérper, Lipoide, Kohlen- 
hydrate usw.) gerichtet werden. Die Entscheidung zwischen diesen 
beiden Méglichkeiten ist vom Standpunkt der heutigen Strahlenphysik 
nicht schwer zu treffen. Physikalisch liegt der Angriffspunkt der 
Strahlungsenergie in den Atomen und Molekiilen der bestrahlten 
Substanz. Ist diese Substanz der Strahlung gegeniiber emptindlich, 
so sind ihre Veranderungen durch StrahlungseinfluB der primare Vorgang, 
der sich an die Umwandlung der Strahlungsenergie anschlieBt. Die Ver- 
anderungen des physikalisch-chemischen und infolgedessen auch morpho- 
logischen Zustandes einer Gewebszelle treten dann als Folgereaktionen 
der primaren stofflichen Veranderungen im bestrahlten K6érper auf. 
Aus diesem Grunde mu® zur Beantwortung der Frage nach dem 
primaren Angriffspunkt der Strablungsenergie im biologischen Medium 
das Studium der Strahlungsreaktionen der stofflichen Komponenten 
des Gewebes in den Vordergrund gerickt werden. Unterzieht man 
diese letzteren einer vergleichenden Betrachtung in bezug aut ihr Ver- 
halten gegeniiber der kurzwelligen Strahlung, so zeichnen sich unter 
allen Bestandteilen des Gewebes vor allem die Eiwei$kérper durch ihre 
hohe Strahlungsempfindlichkeit aus, wihrend die anderen Substanzen 
mehr oder weniger grobe Strahlenresistenz aufweisen. Es ist deshalb 
verstandlich, warum schon bald nach der Feststellung der Strahlen- 
emptindlichkeit des EiweiBes durch Hardy (1), Henri und Mayer (2) 
und Bovie (3) die Vermutung ausgesprochen wurde, daB die Zell- 
verinderungen unter dem StrahlungseinfluB ihren Ursprung in der 
Beeinflussung des ZelleiweiBes haben [ Bordier 1913 (4)]. Die damaligen 
Kenntnisse iiber die Strahlungsveranderungen der EiweiBk6érper sind 
aber noch unzureichend gewesen, um dieser Vermutung eine reelle 
Grundlage zu schaffen. Die Hypothese von Bordier wurde bald durch 
andere Deutungsversuche verdringt. Es brauchen hier nur die be- 
kannten Lecithin- und Cholintheorien als Beispiele genannt werden. 
Im Laufe der Zeit wurden aber alle diese Auffassungen durch das 
strahlungsbiologische Erfahrungsmaterial widerlegt, wahrend die Ei- 
weibhypothese ohne ernsten Widerspruch mit den Beobachtungen 
blieb. Die erste begriindete Riickkehr zur Betrachtung des Eiweibes 
als primaren Angriffspunkt der Strahlenwirkung finden wir in den 
Arbeiten Dessauers (5), der 1922 aus seiner bekannten Theorie der 
biologischen Réntgenstrahlenwirkung (Punktwarmetheorie) folgerte, 
daB die Koagulation des Eiweibes einen der primaren Grundvorginge 
der biologischen Strahlenwirkung darstellen muB. Seitdem hat man 
diesen Gedanken sehr oft ausgesprochen und zahlreiche experimentelle 





274 B. Rajewsky: 


Stiitzpunkte dafiir erbracht. Die heutige Sachlage auf diesem Gebiet 
kann man dahin zusammenfassen, daB keine strahlenbiologische Beob- 
achtung der EiweiBhypothese widerspricht und daB ihre Richtigkeit 
fast allgemein anerkannt wird. Trotzdem muB festgestellt werden, 
daB uns beim gegenwartigen Stand der strahlenbiologischen Forschungs- 
technik bis jetzt keine Méglichkeit eines direkten Nachweises fiir diese 
Deutung des primaren Geschehens bei der Strahlenwirkung auf das 
pflanzliche und tierische Gewebe gegeben ist. Wir sind vorlaufig auf 
indirekte Untersuchungsmethoden angewiesen. 


2. Zweck der Untersuchung. 


Der bei den vorliegenden Untersuchungen eingeschlagene Weg 
besteht darin, zunachst die Vorgange bei den Veranderungen der iso- 
lierten Eiweibkérper durch Strahlung naher zu verfolgen und die auf- 
gedeckten GesetzmaBigkeiten mit denen der bekannten biologischen 
Reaktionen zu vergleichen. 

Die der Beobachtung zuginglichen Strahlungsreaktionen des 
lebenden Gewebes stellen zum gréBten Teil Endreaktionen dar, die durch 
eine mehr oder weniger lange Kette von Zwischenreaktionen mit dem 
primiren Vorgang der Strahlenwirkung verbunden sind. Bei der sorg- 
faltigen Analyse der Eigenschaften dieser Strahlungsreaktionen in vivo 
kann es gelingen, solche Eigenschaften der beobachtbaren Endeffekte 
zu finden, in denen sich die GesetzmaBigkeiten des primaren Vorgangs 
wiederspiegeln. Sind diese Eigenschaften mit den GesetzmaBigkeiten 
der Strahlungsreaktion des EiweiBes identisch, so kann man nit Recht 
diese Identitaét als einen indirekten Beweis der EiweiBhypothese be- 
trachten. 

Noch ein anderer Grund spricht fiir diese Arbeitsrichtung, namlich 
die Méglichkeit, die sie fiir die Beantwortung der zweiten anfangs 
genannten Grundfrage bei dem Problem der primaren Vorginge der 
biologischen Strahlenwirkung bietet —— der Frage nach dem Mechanismus 
dieser Vorginge. Die Eigenart der biologischen Strahlenwirkungen, 
insbesondere der Réntgen- und Radiumstrahlenwirkungen, laBt diese 
Wirkungen nicht ohne weiteres in den Rahmen der bekannten photo- 
chemischen Erscheinungen einordnen. Zwischen allen im Laufe der 
Zeit aufgestellten theoretischen Deutungen ist die von Dessauer ent- 
wickelte Punktwairmetheorie die bestbegriindete. Die Grund- 
vorstellungen dieser Theorie sind folgende: Die Wirkung der kurz- 
welligen Strahlung beruht nicht auf einen unmittelbaren EinfluB der be- 
strahlten Substanz durch die elektromagnetische Wellenenergie, sondern 
geht in der Hauptsache iiber die bei der Begegnung der Strahlungs- 
quanten mit den Atomen der bestrahlten Substanz entstehende Elek- 
tronenemission. Das durch ein Strahlungsquant ausgeléste Elektron 
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iibernimmt fast die ganze Energie des Quants und fliegt mit groBer 
Geschwindigkeit durch die bestrahlte Materie. Die durch das Elektron 
iibernommene Energie wird auf seinem Flug schnell abgebaut, indem 
das Elektron zufallsmaBig verteilte Energiebetrige an die mit ihm 
zusammenstoBenden Atome bzw. Molekiile abgibt. Diese letzteren 
werden dadurch angeregt. Da der Weg des Elektrons in der Materie 
sehr kurz ist, so erhalt man auf diese Weise in der Nahe der Strahlungs- 
absorptionsstellen Orte mit einer groBen Anhaufung verschiedenartig 
angeregter Atome und Molekiile. Durch StéBe zweiter Art! werden 
an diesen Orten — Dessauer identifiziert sie mit den groBen Atom- 
komplexen der EiweiBmolekiile — die Anregungsenergien in kinetische 
Antriebe der Atome und Molekiile umgewandelt und fiihren somit 
zu einer 6rtlichen Steigerung der Molekularbewegung, die als eine 
lokale Temperaturerhéhung aufgefabt werden kann. Dessauer nennt 
diese Stellen der értlich und zeitlich begrenzten Steigerung der mole- 
kularen Energie ,,Punktwairmen‘’. Danach wird also die bestrahlte 
Substanz durch einen Schwarm regellos verteilter und zufallsmabig ge- 
stalteter Punktwarmen iiberschwemmt. Im Gegensatz zu der Deutung 
der Strahlenwirkung als einer photochemischen Reaktion im iiblichen 
Sinne dieser Definition nimmt die geschilderte Vorstellung einen all- 
gemeinen unspezifischen Vorgang an, der nur an die Grébe der von 
den Elektronen getragenen Energie gebunden ist. Dieser Vorgang 
ist unabhangig von den selektiven Absorptionseigenschaften der Materie 
im Gegensatz zu den photochemischen Reaktionen. 


Die Entscheidung zwischen verschiedenen Deutungsmdglichkeiten 
der biologischen Strahlenwirkung, ebenso wie die Beweise fiir die eine 
oder die andere von ihnen kénnen nur auf experimentellem Wege er- 
bracht werden. Versucht man zur Priifung die biologischen Gesamt- 
bzw. Endreaktionen heranzuziehen, so stellt uns die Kompliziertheit 
der zu untersuchenden Objekte und Vorgange vorlaufig uniiberwindbare 
Schwierigkeiten entgegen. Man ist gezwungen, nach einfacheren, még- 
lichst nahe an dem primaren Grundvorgang liegenden Strahlungs- 
reaktionen, eventuell nach einem Modellvorgang zu suchen. Die 
Strahlungsveranderungen der EiweiBkérper als Untersuchungsobjekt 
zu diesem Zweck zu nehmen, war der Gedanke von Dessauer und Caspari, 
auf deren Initiative und Anregung die ersten der diesbeziiglichen Ver 
suchsreihen von Nakashima ausgefiihrt wurden (6). Die Befunde 
Nakashimas stehen in guter Ubereinstimmung mit den Forderungen 
der Dessauerschen Theorie der Strahlenwirkung. Sie sprechen vor 


' Unter St6é8en zweiter Art versteht man StéBe angeregter mit nicht 
angeregten Atomen. Dabei geht die Anregungsenergie in kinetische Energie 
der Atome tiber. 
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allem dafiir, daB die gewihlten Testreaktionen fiir die nihere Verfolgung 
und Aufklarung der primaren Vorginge bei der Strahlenwirkung 
besonders aussichtsreich sind. 

Die Untersuchungsobjekte Nakashimas waren entsprechend den 
biologischen Bedingungen wasserige EiweiBlésungen. 

Bekanntlich bestehen die Verainderungen solcher Lésungen infolge 
der Strahleneinwirkung in erster Linie in der Herabsetzung der Dis- 
persitat des kolloiden EiweiBes, Triibung der Lésungen und Aus- 
flockung der gelésten Substanz — Vorgange, die oft, und wie wir spater 
sehen werden, zu Unrecht mit dem summarischen Namen der Koa- 
gulation bezeichnet werden!. Nakashima benutzte die ultramikro- 
skopische Beobachtungsmethode, indem er die Zahl der sich in 
Brownscher Molekularbewegung befindlichen EiweiBteilchen in be- 
strahlten und unbestrahlten Lésungen verfolgt hat. Diese Methode, 
die schon friiher von Siedentopf (7) und Galecki (8) angewandt wurde, 
gewann bei Untersuchungen der Strahlungsreaktion der EiweiBkérper 
an Bedeutung, insbesondere nach der Arbeit von Wels und Thiele (9). 
Diese Autoren zeigten, da8 sich die Dispersitétsverminderung der be- 
strahlten EiweiBlésungen mit Hilfe der ultramikroskopischen Beob- 
achtung schon in den ersten Stadien der Strahlungsreaktion und unter 
Verwendung relativ kleiner Strahlungsenergien verfolgen laBt. Naka- 
shima konnte durch systematische Teilchenzihlungen vor, wahrend 
und nach der Réntgenbestrahlung zeigen, daB die Vorginge, die sich 
in einer bestrahlten EiweiBlésung abspielen, einen typischen Verlauf 
aufweisen. Als Charakteristikum der Strahlungsreaktion einer EiweiB- 
losung nahm Nakashima dabei die Vermehrung der im Ultramikroskop 
sichtbaren, sich in der Brownschen Molekularbewegung befindlichen 
EiweiBteilchen. Nach Nakashima besitzt die Strahlungsreaktion der 
EiweiBlésung eine Latenzzeit, nach der die Strahlenwirkung manifest 
wird, und einen rhythmischen, etwa wellenférmigen Verlauf: die Zahl 
der sichtbaren Teilchen steigt zundchst bis zu einem Maximum an, 
fallt dann wieder ab, um nach einiger Zeit wieder zu einem Maximum 
anzusteigen und danach wieder abzufallen. Den gleichen Reaktions- 
verlauf fand Nakashima auch bei der Warmekoagulation des EiweiBes, 
wenn er die Temperatur der Eiweiblésung allmahlich steigerte. Die 
Latenzzeiten der Reaktion und die maximalen Teilchenzahlen fand 
Nakashima als von der angewandten Belichtung abhangig. 


! Auf die Wiedergabe der umfangreichen Literatur iiber die Strahlungs- 
verinderungen der EiweiBkérper sei auf dieser Stelle verzichtet, um so 
mehr, als diese Literatur von anderer Seite oft zusammengestellt wurde. 
Es sei z. B. auf die Zusammenstellung von M. Spiegel-Adolf in den Er- 
gebnissen der Physiologie, Bd. 27, Verlag Bergmann, Miinchen, 1928, 
verwiesen. 
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Unter weiterem Ausbau der von Nakashima angewandten Methode 
und Verfeinerung der Versuchstechnik hat Verfasser die naihere Ver- 
folgung der Vorgange in den bestrahlten EiweiBlosungen unternommen, 
mit dem anfangs erwahnten Zweck, die GesetzmaBigkeiten im Verlauf 
dieser Erscheinungen aufzufinden und sie mit den entsprechenden 
Gesetzmabigkeiten der bekannten Gewebsreaktionen auf Strahlung 
zu vergleichen. In erster Linie kommen hier in Frage: Abhangigkeit 
des Reaktionsverlaufs von der Wellenlange der angewandten Strahlung 
und die Temperaturabhangigkeit der Reaktion. Die Priifung gerade 
dieser Eigenschaften der Reaktion versprach vom theoretischen Stand- 
punkt aus auch tiber den Mechanismus der Strahlenwirkung selbst 
Aufschliisse zu geben. 

Die Untersuchungen, an deren experimentellem Teil sich 
W.Gentner und K. Schwerin beteiligten, werden den Gegenstand der 
nachfolgenden Mitteilungen bilden. Das Ziel der vorliegenden Aus- 
fiihrungen ist eine allgemeine Einleitung zu diesen Abhandlungen, 
die sich auf spezielle Fragen beziehen, zu geben. Es soll im nachfolgenden 
kurz die angewandte Versuchsmethodik und die fiir die Beschreibung 
der allgemeinen Eigenschaften der beobachteten Erscheinungen und 
ihrer theoretischen Deutung wichtigsten experimentellen Befunde 
geschildert werden. 

3. Versuchsmethodik. 
a) Beobachtungsmethode, 


Wie schon erwahnt, bestand die angewandte Untersuchungsmethode 
in der ultramikroskopischen Beobachtung der wisserigen EiweiB- 
lésungen. Die betreffende EiweiBlésung wurde in einem Reagenzréhrchen 
in einem verschlossenen Glas- bzw. Quarzreagenzréhrchen aufbewahrt, 
welches wahrend der ganzen Beobachtungszeit in einem Thermostaten 
bei konstanter Temperatur gehalten wurde. Mit einer Mikropipette, 
nach vorherigem Rihren der Lésung, wurden in bestimmten Zeitinter- 
vallen (von 1! Minuten aufwarts) Proben entnommen und in die 
Zihlkammer des Ultramikroskops eingebracht. Die Zahl der im Ge- 
sichtsfeld des Ultramikroskops sichtbaren sich in Brown scher Molekular- 
bewegung befindlichen EiweiSteilchen wurde fiir jede Probe jedesmal 
durch zehn Zahlungen bestimmt. Als ,,MeBwert*’ wurde die Summe 
aller zehn Zablergebnisse genommen. Die ultramikroskopische Beob- 
achtung wurde immer nach geniigender Adaption des Beobachters vor- 
genommen. Im Laufe der Untersuchung ze'gte es sich, daB besonders 
giinstig fiir die Konstanz der Zahlwerte das Arbeiten nicht im Dunklen, 
sondern bei schwachem zerstreuten Licht ist. Bei jeder Versuchs- 
reihe wurde eine aus derselben Stammlésung entnommene Kontroll- 
portion des EiweiBes mitbeobachtet. Als ultramikroskopische Apparatur 
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diente eine groBe ultramikroskopische Einrichtung mit Wechselfeld- 
kondensor der Firma EL. Leitz, Wetzlar. 


b) Testobjekte. 

Grundsatzlich wurden fraktionierte reine EiweiBkérper verwendet, 
die unter Einhaltung méglichst groBer Sorgfalt in bezug auf die Er- 
haltung ihrer Reinheit in mehrmals destilliertem Wasser aufgeldst 
wurden. Bei Vergleichsbeobachtungen wurden die einzelnen Portionen 
der EiweiBlésungen immer ein und derselben Stammlésung entnommen, 
deren pa-Wert mehrmals kontrolliert wurde. In Versuchen von 
Nakashima, sowie in eigenen Vorversuchen, die in der Hauptsache 
der Nachpriifung der Ergebnisse Nakashimas galten, sind verschie- 
dene EiweiBkérper untersucht worden: Euglobulin-, Pseudoglobulin-, 
Albumin- und Globinlésungen verschiedener Konzentration. Alle diese 
EiweiBlésungen zeigten im allgemeinen denselben Ablauf der Strahlungs- 
reaktion. Die Unterschiede im Verhalten einzelner Eiweibe bestanden 
in verschiedener Starke der Strahlenempfindlichkeit und verschieden 
starker Auspragung des charakteristischen Reaktionsverlaufs. Auch die 
Konzentration der Lésungen war fiir ihre Strahlenempfindlichkeit 
von Bedeutung. Es zeigte sich nimlich, dab fiir jede EiweiBlosung 
bei einer bestimmten Konzentration ein Maximum der Strahlungs- 
empfindlichkeit auftritt. Als besonders geeignetes Testobjekt hat sich 
die Paraglobulinlésung erwiesen. Zwecks Erleichterung der Teilchen- 
zahlung und gleichzeitiger Erlangung einer méglichst groBen Genauig- 
keit der Zihlungen wurden im allgemeinen stark verdiinnte Lésungen 
benutzt, da in diesen die bei jeder Zahlung in Frage kommenden 
Teilchenzahlen nicht zu groB und bei rasch nacheinander folgenden 
Zahlungen leicht erfaBbar sind. 

Bei allen Untersuchungen, iiber die im nachfolgenden berichtet 
wird, haben wir hauptsachlich Paraglobulinlésungen benutzt. Para- 
globulin wurde aus Pferdeserum durch Aussalzen mit Ammonium- 
sulfat, Dialyse und Elektroultrafiltration gewonnen und im trockenen 
Zustand aufbewahrt. Die Lésungen wurden immer kurz vor Beginn 
der Versuche frisch angesetzt. 


c) Strahlungsquellen. 

Die Versuche wurden unter Anwendung der Ultraviolett-, Rontgen- 
und Kathodenstrahlen ausgefihrt. 

Als Strahlungsquelle fiir ultraviolettes Licht diente eine groBe 
Quarzquecksilberdampflampe, System Jaenicke, die eine Helligkeit 
von etwa 10000 Kerzen besaB und bei etwa 120 Volt und 10 bis 15 Amp. 
betrieben wurde. Die Lampe wurde in einem allseitig verschlossenen 
Lichtschutzgehause aus Blech montiert und durch einen starken Venti- 
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lator dauernd gekiihlt. Die ultravioletten Strahlen wurden durch ein 
an das Schutzgehause angebrachtes Quarzfenster und einen mit Moment- 
verschluB versehenen Blendenansatz hinausgelassen. Beim Vergleich 
der Wirkungen einzelner Wellenlingen wurde das Quecksilberdampf- 
spektrum mittels eines groBen Quarzspektrographen der Firma Schmidt 
und Haensch zerlegt und die in Frage kommenden Linien mit einer 
bzw. mehreren Blenden ausgesondert. Die Messung der angewandten 
Belichtung bzw. die Kontrolle der Strahlungsintensitat geschah beim 
unzerlegten Licht mittels des Universal-Dosismessers nach Rajewsky (15), 
beim spektralzerlegten Licht mittels des lichtelektrischen Photometers 
mit Cadmiumphotozelle nach Dorno von Giinther & Tegetmeyer. 

Als Réntgenstrahlenquellen dienten: 

1. eine wassergekiihlte Coolidge-Réhre, die mit Hilfe eines Trans- 
formators bei etwa 56kV,,,, und 10 bis 15 mA betrieben wurde; 

2. eine Weichstrahlapparatur! der Firma Siemens - Reiniger- 
Veifa, die mit einer Lindemann-Fensterréhre versehen war und bei 
1LOkVinax und 10 mA arbeitete. Die Messungen der Strahlungsintensitaten 
bzw. der Belichtungen wurden in internationalen r-Einheiten durch- 
gefiihrt. Als MeBinstrument dienten der Universal-Dosismesser nach 
Rajewsky und das Mekapion (Strauss-Wien). 

Als Quelle der Kathodenstrahlen wurde ein Lenard-Rohr der 
Firma C. H. F. Miiller benutzt. Dieses Rohr wurde an eine Diffusions- 
quecksilberpumpe nach Gaede angeschlossen und mit Hilfe einer Hoch- 
spannungsanlage in Villard-Schaltung bei etwa 212 kV,,,, und 1 mA 
betrieben. Zur Abtrennung der Kathodenstrahlen von ungewollter 
Réntgenstrahlung des Austrittsfensters der Réhre diente eine magnetische 
Konzentrationsspule nach Gentner (16). Die Messung der Kathoden- 
strahlenmenge wurde mit Hilfe eines Lenard-Kondensators? und eines 
Mikroamperemeters durchgefiihrt. 


4. Zusammenfassung der MeBergebnisse. 


a) Allgemeiner Verlauf der Strahlungsreaktion. 


Die Ergebnisse unserer seit 1927 in Angriff genommenen Versuche 
sind anlaBlich verschiedenecr KongreBvortrige teilweise veréffentlicht 


1 Herrn Direktor Dr. Grossmann, dem wir die Zurverfiigungstellung 
dieser ausgezeichnet im Dauerbetrieb bewaihrten Apparatur fiir unsere 
Versuche verdanken, sei auch an dieser Stelle fiir die Unterstiitzung gedankt. 

2 Die Lenard-Rohre und der Lenard-Kondensator wurden uns von der 
Firma C. H. F. Miiller zur Verfiigung gestellt. Die hohe technische Qualitat 
dieser Réhre hat uns die stérungsfreie Durchfiihrung der Versuche mit 
Kathodenstrahlen erméglicht. Der Firma C. H. F. Miller méchten wir 
fiir die groBziigige Unterstiitzung unserer Versuche auch an dieser Stelle 
herzlichst danken. 
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worden [(10) (11) (12) (13) (14)]. Diese bereits mitgeteilten Befunde 
werden in der nachfolgenden Zusammenfassung der MeBergebnisse 
nur kurz erwahnt. Beziiglich der Einzelheiten wird dabei auf die ent- 
sprechenden Publikationen verwiesen. 

Die ersten Versuchsreihen galten der Nachpriifung der Beob- 
achtungen Nakashimas unter Ausdehnung des Untersuchungsbereiches 
auf das Gebiet der ultravioletten Strahlen. Besondere Aufmerksamkeit 
wurde dabei der niheren Verfolgung des von Nakashima beschriebenen 
rhythmischen Verlaufs der Koagulation einer bestrahlten Eiweif- 
lésung gewidmet. In Ubereinstimmung mit Nakashima wurde der 
allgemeine Verlauf der beobachteten Erscheinungen fiir alle drei Ein- 
wirkungsarten: langsame Temperaturerhéhung, ultraviolettes Licht, 
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Réntgenstrahlen, als gleich gefunden. Eine fortgesetzt bestrahlte Eiweib- 
lésung weist nach einer gewissen ,,Latenzzeit‘’ Vermehrung der im 
Ultramikroskop sichtbaren EiweiBteilchen auf. Diese Vermehrung 
schreitet bis zu einem bestimmten Maximum fort. Nach Erreichung 
des Maximums sinkt die Teilchenzahl, um dann nach Ablauf einer 
neuen Latenzperiode, die kiirzer als die erste ist, wieder zu einem Maxi- 
mum anzuschnellen, welches héher als das erste liegt und so fort. Die 
Latenzperioden und die Héhen der Maxima der Teilchenzahl richten 
sich nach der angewandten Strahlungsintensitat. Wird diese Intensitat 
geniigend erhéht, so verkiirzt sich die erste Latenzzeit von mehreren 
Stunden auf einige Minuten, die nachfolgenden Latenzperioden ver- 
schwinden und die Verlaufskurve der Reaktion weist einen kontinuier- 
lichen wellenférmigen Charakter auf. Den gleichen Verlauf zeigt die 
beobachtete Reaktion auch dann, wenn die Eiweiblisung einer zeitlich 
begrenzten Belichtung ausgesetzt wiid, mit dem Unterschied, daB die 
nacheinander folgenden Maxima der Teilchenzahl in diesem Falle immer 
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kleiner werden. Abb. 1 und 2 geben zwei Beispiele der aufgenommenen 
Reaktionskurven. 

Zur Kontrolle der subjektiven Teilchenzéhlungen wurden Versuche 
mit der Leitzschen ultramikroskopischen Kinoapparatur ausgetihrt. 
Die Kinoaufnahmen brachten eine Bestatigung der bei den subjektiven 
Zahlungen erhaltenen Ergebnisse [(10) (11). 

Die Verfolgung der Temperaturabhaingigkeit der Reaktion der 
Eiweiblésung auf ultraviolettes Licht zeigte, daB die Latenzzeit sich mit 
der Steigerung der Temperatur verkiirzt, daB dagegen die Héhen der 
Maxima der Teilchenzahl erhalten bleiben. Die beschriebenen Er- 
scheinungen lassen die gesamte beobachtete Reaktion der Eiweib- 
losung auf Strahlung als eine zusammengesetzte Reaktion betrachten: 
1. Veranderung (,, Denaturierung*‘) der EiweiSmolekiile durch Strahlung, 
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2. Konglomerierung der denaturierten EiweiBteilchen zu gréBeren 
sichtbaren Komplexen (eigentliche Koagulation), 3. Ausfall der grob 
dispers gewordenen Teilchen. Als Mab der Reaktionsstarke kann 
bei der gegebenen Strahlungsintensitat, Temperatur und Konzentration 
der Eiweiblésung die Latenzzeit der Reaktion dienen, da sie in einem 
unmittelbaren Zusammenhang mit der angewandten Belichtung steht. 
Die erhaltene Abhingigkeit der Latenzzeit von der Belichtung labt 
sich durch die Beziehung 


: ; l 
LZ—K.(I | 


wiedergeben, wobei LZ die Latenzzeit, K eine Konstante, die von den 
Versuchsbedingungen abhangig ist, und ¢ die Belichtungszeit ist. 


b) Wellenlangenabhangigkeit. 


Ein besonderes Interesse bot die Priifung der Wellenlangen- 
abhangigkeit der untersuchten Strahlungsreaktion. Dies wurde zunachst 
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im Gebiet der Ultraviolettstrahlung durchgefiihrt, indem nach Er- 
mittlung des Absorptionsgebietes der untersuchten Paraglobulinlésung 
die Reaktionsablaufe unter Anwendung monochromatischen Lichtes 
verschiedener Wellenlinge und Ausgleichung jeweiliger Lichtinten- 
sitaten verfolgt wurden. Es zeigte sich, daB die Strahlenempfindlichkeit 
der Paraglobulinlésung mit dem Absorptionsverlauf parallel geht. 
Die Strahlenwirkung setzt bei der Wellenlange von etwa 320 my ein. 
Die Linien 365 und 334 my blieben bei Zimmertemperatur trotz 
mehrstiindiger Belichtung unwirksam. Die Wellenlingen kiirzer als 
320 mu (bis zu 230 mu untersucht) ergaben alle eine gleichartige Beein- 
flussung der bestrahlten Lésung. Jedoch war die Wirkung verschiedener 
Wellenlangen insofern verschieden, als die kiirzeren Wellenlangen 
eine kleinere Latenzzeit der Reaktion und einen flacheren Anstieg 
der Reaktionskurve bedingen. Bemerkenswert (im Sinne der anfangs 
besprochenen EiweiShypothese der Strahlenwirkung) ist dabei die 
Parallelitat, die sich zwischen dem Verlauf der erhaltenen Teilchenzahl- 
kurven und den aus Hausser und Vahleschen Untersuchungen bekannten 
Reaktionskurven der Erythemwirkung (menschliche Haut) verschiedener 
Wellenlangen ergibt [(10) (14)]. 


Auf Grund der erhaltenen Resultate konnte gezeigt werden, dab 
die charakteristische Kurve der Wellenlangenabhangigkeit der Erythem- 
wirkung des ultravioletten Lichtes (Hausser und Vahle), die eine 
Selektivitat dieser Wirkung fiir den Wellenlingenbereich um 300 und 
254 mu aufweist, sich unter Annahme einer wirksamen Absorption im 
EiweiB und einer abschirmenden Wirkung der obersten Hautschichten 
ausrechnen laBt. Ein Ergebnis, zu dem auf experimentellem Wege etwa 
zu gleicher Zeit auch Bachem und Kunz (17) gekommen sind. 


c) Temperaturabhdangigkeit. 


Unsere weitere Aufmerksamkeit haben wir der Untersuchung 
der Temperaturabhangigkeit der EiweiBreaktion bei verschiedenen 
Strahlungsarten gewidmet. Die ausfiihrliche Darstellung der Versuche 
und ihrer Ergebnisse wird den Gegenstand einer der weiteren 
Mitteilungen bilden. Hier seien nur diejenigen der  erhaltenen 
Resultate kurz besprochen, die fiir die Frage nach der Deutung 
des Mechanismus der Strahlenwirkung aufschluBreich zu sein scheinen. 
Sie gestatten naimlich zwischen der Wirkung von _ ultraviolettem 
Licht und von Ré6ntgenstrahlen einen grundsitzlichen Unterschied 
zu ersehen. 


Im Abschnitt 2 haben wir die heutzutage geltenden physikalischen 
Vorstellungen iiber die primaren Vorginge der biologischen Strahlen- 
wirkung skizziert. Um das iiber die Unterscheidung verschiedener 
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Wirkungsvorgange Ausgefiihrte zusammenzufassen, kann man sagen: 
Bei verhaltnismaBig kleinen Strahlungsquanten (sichtbares und ultra- 
violettes Licht) gehen die Strahlenwirkungen auf dem direkten 
Wege der selektiven photochemischen Reaktion, bei groben Strah- 
lungsquanten (R6éntgen- und Radiumstrahlen) finden die Um- 
setzungen auf indirektem Wege statt. Nach Dessauer geht dieser Weg 
iiber die ,,Punktwirme‘. Der Punktwarmevorgang ist ein unspezifi- 
scher Vorgang insofern, als er an die selektiven Absorptionseigen- 
schaften der bestrahlten Molekiile nicht gebunden ist. Schon bei der 
Aufstellung seiner Hypothese hat Dessauer auf Grund einfacher Uber- 
schlagsrechnungen die Grenze zwischen den beiden Gebieten der spezi- 
fischen und unspezifischen Strahlenwirkung im duBeren Ultraviolett 
vorausgesagt, und zwar fand Dessauer, daB erst im auBeren Ultraviolett 
die Energie des einzelnen Strahlungsquants ausreichend wird, um in 
einem Eiweiimolekiil eine dieses Molekiil zerstérende Punktwarme zu 
erzeugen. 


Durch die Untersuchung der Temperaturabhangigkeit der 
Strahlungsreaktion des EiweiBes hat Verfasser versucht, die Frage 
nach der Verschiedenheit der Wirkung von Ultraviolett- und Réntgen- 
strahlen zu priifen. Es war namlich im Falle der oben dargestellten 
Auffassung des Mechanismus des primaren Vorganges zu erwarten, 
daB die Reaktion des EiweiBes auf ultraviolettes Licht als eine photo- 
chemische Reaktion einen Temperaturkoeffizienten besitzt, der sich 
nur wenig von | unterscheidet. Dagegen miiBte man fiir die Punkt- 
warmewirkung einen verhaltnismabig grofen Temperaturkoeffizienten 
erwarten: bekanntlich koaguliert das EiweiB bei der Temperatur von 
65 bis 70° C. Es werden also von allen bei der Einwirkung von Réntgen- 
strahlen entstehenden Punktwarmen nur solche wirksam, deren Energie- 
vorrat ausreicht, um die kritische ,,Koagulationserwarmung der 
EiweiBmolekiile zu erzeugen. Punktwirmen mit kleineren Energie- 
vorraten als der kritische Energiebetrag bleiben unwirksam. Erwarmt 
man nun die zu bestrahlende Eiweiblésung, so erhéht sich das mittlere 
Energieniveau der EiweiBmicellen bzw. -molekiile. Der bis zum kritischen 
Energieniveau fehlende Betrag wird kleiner, und infolgedessen kommen 
auch die energiearmen Punktwarmen zur Wirkung. 


Die erhaltenen Versuchsergebnisse stehen mit diesen Erwartungen 
in vollkommener Ubereinstimmung. Die EiweifSreaktion auf ultra- 
violettes Licht zeigte sich grundsatzlich (Denaturierung der Eiweib- 
molekile) als temperaturunabhangig. Lediglich wird die Konglome- 
rierung der denaturierten EiweiBmolekiile zu sichtbaren Teilchen durch 
die Temperaturerhéhung (Steigerung der Molekularbewegung)  be- 
schleunigt. Dementsprechend verliuft die Temperaturabhangigkeits- 
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kurve in diesem Falle, wie Abb. 3 zeigt, linear bis zu der kritischen 
Koagulationstemperatur des Eiweibes. Dagegen besitzt die Wirkung 
von Réntgenstrahlen eine bedeutende Temperaturabhangigkeit. Durch 
die steigende Temperatur wird die Strahlungsreaktion verstarkt, wobei 
der Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit exponentiell verlauft. Abb. 4 
gibt die entsprechende Kurve wieder. Dabei sind, wie auch auf der 
Abb. 3, auf der Abszissenachse die Temperaturen der EiweiSlésung 
und auf der Ordinate die Reaktionsgeschwindigkeiten im relativen 
Ma auigetragen. Einen entsprechenden Unterschied weisen auch die 
einzelnen Reaktionskurven (bei einer gegebenen Temperatur) fiir 
ultraviolette und Réntgenstrahlen auf. Wahrend bei der Einwirkung 
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des ultravioletten Lichtes, wie schon erwaihnt, durch die Steigerung 
der Temperatur nur die Koagulationsgeschwindigkeit beeinfluBt wird 
(Verkiirzung der Latenzzeit der Reaktion), bewirkt eine héhere Tem- 
peratur im Falle der Réntgenstrahlen auBer der Verkiirzung der Latenz- 
zeit auch eine Erhéhung der Teilchenzahlmaxima (11). 

Diese Befunde geben einen unmittelbaren Beweis der tatsachlichen 
Verschiedenheit des Mechanismus der Ultraviolett- und Réntgen- 
strahlenwirkung und stehen in Ubereinstimmung mit den im Vorher- 
gehenden geschilderten theoretischen Vorstellungen. 


d) SchluBbemerkungen. 


Die Untersuchungen werden weiter fortgesetzt. Auber dem weiteren 
Studium der im vorhergehenden kurz dargestellten Erscheinungen 
haben wir unsere Versuche einerseits auf die Verfolgung der Strahlungs- 
reaktion einzelner Bestandteile des EiweiBmolekiils, andererseits auf 
die Beobachtung der Erscheinungen bei der Strahlenwirkung auf nicht 
fraktionierte zusammengesetzte Eiweibkérper ausgedehnt. 
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Die Untersuchungen sind mit Unterstiitzung des Instituts fiir experi- 
mentelle Therapie zu Frankfurt a. M. (Direktor Geheimrat Prof. Dr. Kolle) 
durchgefiihrt worden. Herrn Geheimrat Kolle sei dafiir auch an dieser 
Stelle bestens gedankt. GroBer Dank gebiihrt den Mitgliedern des ge- 
nannten Instituts, Herrn Prof. Dr. W.Caspari fiir die éfteren Beratungen 
und Diskussionen und Herrn Dr. Strauss, der die Herstellung des Eiweibes 
bereitwillig tibernommen hat. 

Seinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Fr. Dessauer, schuldet 
Vertasser besonderen Dank fiir sein standiges Interesse und seine Unter- 
stiitzung, die er den vorliegenden Untersuchungen zuteil werden lief. 
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Die Wirkungen der kurzwelligen Strahlen auf Eiweibkorper. 


Il. Mitteilung: 
Uber die Abhiingigkeit der Strahlungsreaktion des EiweiBes von der 
Strahlungsintensitét im Ultraviolett. 


Von 
Wolfgang Gentner und Kurt Sehwerin. 


(Aus dem Universitatsinstitut fiir physikalische Grundlagen der Medizin, 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1930.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


$1. Einleitung. 

Die unter dem EinfluB des kurzwelligen Lichtes in EiweiBlésungen 
auftretenden Veranderungen stellen sich dar als Konglomeration der 
durch Strahlungseinwirkung verdnderten Eiweifmolekiile. Diese 
Reaktion, makroskopisch durch Triibung, Flockung und Sedimentation 
gekennzeichnet, laBt sich, wie die Arbeiten von Wels (1), Nakashima (2), 
Fernau (3) und eigene gemeinsam mit Rajewsky [(4) (5) (6)| ausgefiihrte 
Untersuchungen gezeigt haben, durch die ultramikroskopische Beob- 
achtung der EiweiBlésung bereits in ihrem Anfangsstadium verfolgen. 
Es zeigt sich némlich, daB unter dem EinfluB des kurzwelligen Lichtes 
friihzeitig eine Vermehrung der in der Lésung sich in Brownscher 
Molekularbewegung befindlichen EiweiBteilchen stattfindet, und dab 
die Auszaihlung der nach der Bestrahlung ultramikroskopisch sichtbar 
gewordenen Teilchen eine Anzahl charakteristischer Eigenschaften der 
Strahlenwirkung auf EiweiB erkennen Ja8t. Im Hinblick auf die tiber- 
ragende Bedeutung der EiweiBreaktion fiir die biologische Strahlen- 
wirkung, zu der insbesondere die theoretischen Betrachtungen von 
Dessauer und Caspari (7), sowie experimentelle Untersuchungen von 
Holthusen (8), Kroetz (9), Nakashima (2), Rajewsky [(4) (5) (6)] u. a. ge- 
fiihrt haben, entsteht die Notwendigkeit, die quantitative Seite der 
EiweiBreaktion naiher zu untersuchen. Die vorliegende Untersuchung 
hat die Aufgabe, zu priifen, inwieweit die mittels der ultramikroskopi- 
schen Methode festgestellten Teilchenzahlen durch die Menge der ein- 
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gestrahlten Energie bedingt sind und somit als ein MaB fiir die gesamte 
Reaktion in Frage kommen. Eine weitere Aufgabe ergibt sich aus der 
Betrachtung der Reaktionsausbeuten bzw. der Schadigungsgrade der 
biologischen Strahlungsreaktionen. Diese zeigen insofern ein eigen- 
tiimliches Verhalten, als ihre Reaktionsstufen bei konstanter Strahlungs- 
energie eine mehr oder minder grobe Abhangigkeit von der angewandten 
Strahlungsintensitat aufweisen. Es lag der Gedanke nahe, die Bedeutung 
des Elementarvorganges der EiweifBzerst6rung durch das Licht fiir 
dieses Verhalten der Gesamtreaktion zu finden, mit anderen Worten, 
es ergab sich die Aufgabe, auch bei der EiweiBbreaktion die Abhangigkeit 
der Reaktionsausbeute von der Strahlungsintensitat bei gleicher auf- 
fallender Energie zu untersuchen. Die folgenden Versuche wurden 
zunachst im ultravioletten Licht angestellt. 


$2. Versuchsmethodik. 


Als Strahlungsquelle diente eine groBe Quarzquecksilberlampe nach 
Jaenicke, deren hohe Strahlungsintensitét sich fiir unsere Versuche 
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Abb. 1 


als besonders geeignet erwies. Diese Lampe hat eine Helligkeit von 
etwa 10000 Kerzen bei einer Betriebsspannung von 120 Volt und einer 
Stromstarke von 12,5 Amp. Die Versuchsanordnung stellt Abb. 1 dar. 
Die Lampe L befand sich in einem Blechgehause und wurde mit einem 
Ventilator dauernd gekiihlt. Durch ein Quarzfenster Qu, das an der 
Vorderseite des Blechgehiuses angebracht war, fiel das Licht auf die 
zu untersuchende EiweiBlésung, die sich in einem Quarzréhrchen R 
von 12cm Lange und 6mm Durchmesser befand. Die Variation der 
Strahlungsintensitat erfolgte sowohl durch Veranderung des Abstandes 
zwischen Quarzréhrchen und Lichtquelle, wie durch Einschalten eines 
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rotierenden Sektors S mit veranderlicher Blende. Um zu gewahrleisten, 
daB bei den einzelnen Versuchen der Eiweiblésung eine genau definierte 
Strahlenmenge verabfolgt wurde, wurde die jeweilige Helligkeit der 
Lampe photoelektrisch ausgemessen. Dies geschah mit Hilfe der Ultra- 
violettkammer des Universaldosismessers nach Rajewsky. Diese 
Kammer ist so beschaffen, daB sie auf das fiir EiweiB wirksame Gebiet 
des Quecksilberspektrums anspricht. Die relativen Strahlungsinten- 
sitaten wurden durch die reziproken Abfallszeiten des Elektrometer- 
fadens innerhalb eines bestimmten Skalenbereichs ermittelt. 

Die Messung geschah in der Weise, daB das Réhrchen an der 
Vorderseite der Kammer des Dosismessers befestigt wurde und wahrend 
der Bestrahlung die jeweilige Strahlenmenge durch einen bestimmten 
Voltabfall des Elektrometerfadens erreicht wurde. Das Reagenz- 
rohrchen befand sich dabei in 5em Entfernung von der Cadmium- 
elektrode der Ultraviolettkammer. Um nun bei jedem Versuch dem 
Roéhrchen die durch die Ultraviolettkammer gemessene Strahlungs- 
energiemenge zuzufiihren, wurde bei jeder Intensitaétsbestimmung das 
gesamte MeBsystem um 5cm der Lichtquelle naéher aufgestellt als es 
bei der Belichtung der EiweiBlésung der Fall war, und somit fiir 
die Elektrode bei der Messung und fiir die EiweiBlésung bei der Be- 
strahlung die gleiche Entfernung von der Lichtquelle geschaffen. 

Als Versuchslésung benutzten wir eine 0,01°,ige Paraglobulin- 
lésung in destilliertem Wasser, die durch Aussalzen mit Ammonium- 
sulfat aus Pferdeserum gewonnen und durch Dialyse und Elektro 
ultrafiltration von der Euglobulinkomponente und den Salzresten weit- 
gehend gereinigt war. Jeweils 2cem wurden in das Quarzréhrchen 
gefiillt und darin belichtet. Auch bei den intensivsten Belichtungen 
in unmittelbarer Nahe der Lampe kam es infolge des starken Warme- 
schutzes der Lampe und der relativ kurzen Belichtungszeiten zu keiner 
meBbaren Temperaturerhéhung der EiweiBlésung, so daB die Versuchs- 
temperatur immer zwischen 22 bis 24°C konstant gehalten werden 
konnte. Auch trat eine sichtbare Triibung der Lésung selbst bei den 
intensivsten Bestrahlungen bei unseren Versuchen nicht auf. Im un- 
mittelbaren AnschluB an die Bestrahlung und weiter in regelmaBigen 
Abstanden von je 1! bis 3 Minuten wurde mit Hilfe einer Kapillar- 
pipette nach vorsichtigem Mischen der Lésung eine Probe in die 
Leitzsche Quarzzihlkammer gebracht und ultramikroskopisch die 
Summe der aus zehn verschiedenen Gesichtsfeldern in Brownscher Mole- 
kularbewegung befindlichen Eiweibteilchen ermittelt. Als Ultramikro- 
skop diente eine Apparatur von Leitz mit Hell-Dunkelfeldkondensor, 
als Lichtquelle eine regulierbare Kohlenbogenlampe. Um die Warme- 
strahlung der Bogenlampe zu absorbieren, erwies sich eine Filterung 
mit gesittigter Kupferchlorid- und Eisensulfatlésung zu je 1 em Schicht- 
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dicke als ausreichend. Unter Einhaltung der gleichen Versuchsbedin- 
gungen war es somit mdglich, die Versuche mit hinreichender Ge- 
nauigkeit zu reproduzieren. 
Als Beispiel fiir den Verlauf eines Versuchs sei hier ein Versuchsprotokoll 
wiedergegeben : 
Protokoll 20. 


0,01°,iges Paraglobulin, elektroultrafiltriert. Loésungsmittel: Aqua dest. 





Temperatur der Lésung. ........ . 23°C 
Abfallszeiten des Elektroskops .. . . . . 19,1 Sekunden 
Relative Intemsitaét .. ......2+42.- . 5,294 
Belichtungazeit ............ .. 1,6 Sekunden 
Betriebsspannung der Lampe . .. . . . . 122 Volt 
a a eee: 
mi Teilchenzahlen der einzelnen Gesichtsfelder we 
zeit _ . Teilchen- 
Min. 1 2 3 4 5 6 7 8 4 10 zahlen 
0 1 2 1 0 0 1 0 2 0 0 7 
2.5 0 0 1 0 0 1 0 2 2 0 6 
9,5 2 0 1 1 0 0 2 0 0 1 7 
12,0 2 1 2 1 0 1 1 0 0 9 
15.0 0 0 2 1 2 0 0 1 1 0 7 
18.0 0 0 2 1 0 1 0 0 0 2 6 
20,5 0 2 0 1 0 0 3 0 1 0 7 
22.5 0 2 1 0 2 0 1 1 0 0 7 
25,0 2 2 3 3 1 2 2 3 1 3 22 
26,5 3 4 2 4 5 4 3 3 4 2 34 
28,0 5 5 4 + 7 3 4 4 5 5 46 
29,5 8 4 5 5 7 7 7 6 6 7 62 
31,0 9 7 8 8 9 8 5 6 10 8 78 
33,0 10 ii 8 9 11 ) i) 9 | 10 9 95 
34,5 12 | 10 10 14 12 12 11 12 7 9 109 


Wie aus dem Versuchsprotokoll hervorgeht, wurden die Zahlungen 
soweit fortgesetzt, bis die Summe aus zehn Einzelzahlungen rund 
100 Teilchen ergab. Eine weitere Verfolgung des Reaktionsablaufs 
eriibrigte sich dann immer, weil die Vorversuche ergeben hatten, dab 
damit der Anstieg der Reaktionskurve eindeutig festgelegt war. 


$3. Versuchsergebnisse. 
a) Charakteristika der untersuchten Reaktion. 

Die Aufgabe der Vorversuche bestand darin, eine solche Strahlen- 
dosis zu finden, durch die eine gut meBbare Reaktion hervorgerufen 
wurde. Es zeigte sich, daB durch Steigerung der Belichtungszeit auf 
48 Sekunden bei einer relativen Strahlungsintensitét von 5,2 die obere 
Grenze fiir die MeBbarkeit der Reaktion erreicht wurde. Diese Grenze 


wurde bei den folgenden Versuchen nicht iiberschritten. Bei diesen 
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Versuchsreihen sind die EiweiBlésungen unter den oben geschilderten 
Bedingungen erstens bei konstanter Strahlungsintensitét und variierter 
Bestrahlungszeit und zweitens bei konstanter Bestrahlungszeit und ver- 
schiedenen Strahlungsintensitaéten belichtet worden. Die zahlen- 
maBigen Angaben fiir diese beiden Versuchsreihen sind aus der Tabelle | 
und II ersichtlich. Im nachfolgenden wird die pro Sekunde auf 1 qem 
auffallende Strahlungsenergie als ,,Strahlungsintensitat‘‘ und die gesamte 
auf 1 qem auffallende Strahlungsenergie, mit anderen Worten das 
Produkt i .t, als ,,Belichtung*: bezeichnet. 




















Tabelle I. Tabelle Il. 
, . Belichtungszeit : . Relative 
Relative Belichtung Sek. Relative Belichtung Strahlungsintensitat 
100 48 100 83,4 
50 24 50 41,7 
25 12 25 20,8 
12,5 6 12,5 10,4 
6,25 3 6,25 5,2 
8,125 1,5 3,125 2,6 
Relative Strahlungsintensitat 5 2. Belichtungszeit 3 Sek. 
200 5025 125 625 3125 
v/ 
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s 80} 
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Beobachtungszelt in Minuten 
Abb. 2. 


Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen unter diesen Bedingungen 
zeitigten fiir die jeweils gleichen Belichtungen bei mehrfacher Wieder- 
holung innerhalb der noch zu besprechenden Fehlergrenzen unter- 
einander immer die gleichen Resultate. Ein Beispiel hierfiir gibt Abb. 2. 
In der Abb. 2 stellt die Abszisse die Beobachtungszeit in Minuten dar, 
die Ordinate die Summe der in zehn verschiedenen Gesichtsfeldern 
gezahliten Teilchen. Die Zahl, die jeder Kurve beigegeben ist, bezeichnet 
deren relative Belichtung (vgl. Tabelle I und II). Aus den gewonnenen 
Kurven 1aBt sich fiir die Abhangigkeit der beobachteten Teilchenzahlen 
von der Belichtung folgendes aussagen: Im AnschluB an die Bestrahlung 
kommt es zu einer Vermehrung der zahlbaren Teilchen, die um so 
friihzeitiger eintritt, je gréBer die verabfolgte Strahlenmenge ist. Die 
Zeit bis zu diesem Anstieg der Teilchenzahlen (Latenzzeit) strebt jedoch 
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bei standiger Steigerung der auffallenden Energie (Belichtung) einem 
Minimalwerte zu. Weiterhin ergibt sich, daB mit wachsender Strahlungs- 
dosis die Steilheit der Kurven zunimmt. 


Wie schon bei Beschreibung der Versuchsanordnung erwihnt, 
wurden die Versuche im allgemeinen abgebrochen, sobald die Summe 
aus zehn Einzelzihlungen 100 Teilchen tiberschritt. Wurde die Reak- 
tion namlich weiter verfolgt, so ergab sich, wie schon friihere Unter- 
suchungen [(4) (5) (6)] mit monochromatischem Licht gezeigt hatten, 
auch hier ein wellenférmiger Verlauf der Teilchenzahlen, dessen Maxima 
und Minima aber erst bei héheren Teilchenzahlen auftraten. Da der 
Zusammenhang zwischen der Latenzzeit und der Steilheit einerseits 
und der Belichtung andererseits sich in den Vorversuchen als eindeutig 
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Beobachtungszeit in Minuten 
Abb. 3. 


erwiesen hatte, wurde die Untersuchung iiber die Abhangigkeit der 
Hohe der Maxima- und Minimabildung von der auffallenden Energie bei 
der vorliegenden Frage zuriickgestellt. 


Bei allen vorliegenden Kurven ist die Bestrahlungszeit in die 
Beobachtungszeit mit eingerechnet. Die Bestrahlungsbedingungen 
waren dabei so gewahlt, daB die Bestrahlungszeiten relativ kurz gegen- 
iiber den Latenzzeiten waren und maximal 16°, der Latenzzeit be- 
trugen. Abb. 2 zeigt, daB der Anstieg der Teilchen bei relativ kurzen 
Belichtungszeiten (unter 16°, der Latenzzeit) angendhert durch eine 
Gerade’ wiedergegeben werden kann. Es ergab sich, da8 der Kurven- 
verlauf sich anderte, wenn die Belichtungszeit 16°, der Latenzzeit 
iberschritt. Wie Abb. 3 darstellt, erfolgt dann ein nicht mehr gerad- 
liniger Anstieg der Teilchenzahlen, auf dessen mégliche Erklarung bei 
der Besprechung der Gesamtergebnisse eingegangen wird. 





Latenzzeit 
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Die Versuchsergebnisse zeigen, daB prinzipiell die Méglichkeit be- 
steht, zahlenmaBig auswertbare Charakteristika der untersuchten 


Strahlungsreaktion Latenzzeit und Steilheit der Teilchenzahl- 
kurven aufzufinden, die in die eingangs geforderte gesetzmabige 
Beziehung zur auffallenden Energie (Belichtung) gebracht werden 
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kénnen. Abb. 4 zeigt demgemaB unter Zugrundelegung der in Abb. 2 
dargestellten Versuchsergebnisse die Abhangigkeit der Latenzzeit von 
der Belichtung, Abb. 5 die Abhangigkeit der Steilheit der Teilchenzahl- 
kurve von der Belichtung. Als MaB der Steilheit ist in Abb. 5 der 
Tangens des Winkels zwischen der Abszisse und der Teilchenzahlkurve 
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40 60. 80 
relative Belichtung 
Abb. 6. 


eingetragen. Dieser strebt bei Steigerung der Belichtung einem 
Maximalwert zu, ebenso der reziproke Wert der Latenzzeit (Abb. 6). 

Die Kurven der Abb. 5 und 6 sind analog den Schwarzungskurven 
der photographischen Platte und den Schadigungskurven biologischer 
Strahlungsreaktionen. 
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Dies Ergebnis erlaubt, die Latenzzeit bzw. Steilheit der Teilchenzahl- 
kurven als MaB fiir die Starke der untersuchten Reaktion einzusetzen 
und die Zahl der ultramikroskopisch sichtbaren Teilchen als charak- 
teristisch fiir den Verlauf der Reaktion anzusehen. AuBer der Latenzzeit 
und der Steilheit lassen sich noch andere Eigenschaften der Reaktion 
in Abhangigkeit von der Belichtung aus den gewonnenen Teilchenzahl- 
kurven ableiten. So zeigt Abb.7 die Abhangigkeit der reziproken 
Werte der Zeit, die zur Erreichung von 100 Teilchen nétig ist, von 
der Belichtung, und Abb.8 die Abhangigkeit von der Belichtung 
fiir die Teilchenzahl nach einer gewissen Zeit (8 Minuten) seit Beginn 
der Bestrahlung. 
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Abb. 7. Abb. 8. 


Auch diese Kurven, deren Verlauf durch Latenzzeit und Steilheit 
gemeinsam bedingt ist, zeigen die gleiche Abhaingigkeit von der Belich- 
tung wie die obigen Kurven fir Steilheit und Latenzzeit, Der ein- 
heitliche Charakter der Kurven (Abb. 4 bis 8) zeigt, daB die ihnen 
zugrunde liegenden Teilchenzahlen bzw. die durch sie bedingten GréBen 
die eingangs geforderte Abhangigkeit von der eingestrahlten Energie 
(Belichtung) aufweisen und somit als MaB fiir die Starke der unter- 
suchten Reaktion eingesetzt werden kénnen. 


b) Priifung des Bunsen- Roscoe schen Gesetzes. 


Die Aufgabe der weiteren Versuche bestand darin, unter Anwendung 
einer gleichen Belichtung und verschiedener Strahlungsintensitaten 
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eine durch die Veranderung der Intensitat bedingte mégliche Reaktions- 
verinderung aufzufinden. Hierbei diente als Ma®B der Reaktion die 
Latenzzeit. Wie aus den Versuchsreihen der Tabelle I und IT hervor- 
geht, ergaben diese Versuchsreihen den gleichen Kurvenverlauf fiir die 
jeweils gleiche Belichtung (vgl. Abb. 2). Die Strahlungsintensitaten 
verhielten sich bei diesen beiden Versuchsreihen maximal wie 1: 8. 
Bei den kleineren Belichtungen allerdings, bei denen durch die gréBere 
Latenzzeit eine gréBere MeBgenauigkeit vorhanden ist, betrug das Ver- 
haltnis der Intensitéten nur maximal 1:2. Innerhalb dieses Inter- 
valls zeigte sich bei gleicher Belichtung keine merkliche Veraénderung 
der Latenzzeit, also, auf Grund des in Abschnitt a) gesagten, keine 
Veranderung der Strahlenwirkung. Es geht daraus hervor, daB, wenn 
iiberhaupt Veranderungen der Reaktionsausbeute durch die Veranderung 
der Intensitaét zu erwarten waren, diese nur bei grdferen Intensitats- 
unterschieden der Strahlung hervortreten kénnten. Diese groBen 
Strahlungsintensitéten sind mit sehr kurzen Belichtungszeiten ver- 
bunden und dadurch schwer dosierbar. Es wurde deshalb bei diesen 
Versuchen die Methode des rotierenden Sektors verwandt. Der Vorzug 
des rotierenden Sektors besteht erstens darin, dab er die kurzen Be- 
lichtungszeiten aufteilt in Einzelbelichtungen, deren Gesamtdauer gut 
meBbar ist und zweitens darin, daB man mit ihm bei entsprechender 
BlendengréBe dieselbe Belichtungsdauer erreichen kann wie bei Ver- 
suchen ohne Sektor und kleinerer Strahlungsintensitat. Wie aus Abb. 1 
hervorgeht, war der rotierende Sektor kurz vor der Lampe aufgestellt. 
Als Standardbelichtung fiir die folgenden Versuche wurde eine mittlere 
Belichtung gewahlt, die bei einer relativen Intensitat von 2,6 und einer 
Belichtungszeit von 6 Sekunden (s. Tabelle I und II und Abb. 2) eine 
Latenzzeit von 11,8 Minuten ergab. Diese Strahlenmenge bedingt eine 
relativ groBe Latenzzeit, sodaB, wie Abb. 4 zeigt, eine hinreichend 
genau meBbare Anderung der Latenzzeit schon durch eine verhiltnis- 
maBig kleine Anderung der Reaktion hervorgerufen wird. Die Versuche 
nach der Sektormethode wurden so vorgenommen, daB fiir die jeweilige 
GréBe der Sektorblende immer diejenige Entfernung des MeBinstruments 
mit der daran befindlichen Ultraviolettkammer und dem Reagenz- 
roéhrchen von der Strahlenquelle gesucht wurde, die die Standard- 
belichtungszeit (6 Sekunden einschlieBlich der Sektorpausen) und die 
Standardbelichtung ergab. Das Verhaltnis der Strahlungsintensitat 
bei diesen einzelnen Versuchen zu der Strahlungsintensitét beim 
Standardversuch wurde dadurch ermittelt, daB die Strahlungs- 
intensitaten in den verschiedenen Abstanden ohne Zwischenschaltung 
des Sektors gemessen wurden. Tabelle III gibt die Belichtungs- 
bedingungen fiir diese Versuchsreihe an, wobei die Intensitét des 
Standardversuchs gleich 1 gesetzt ist. 
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Tabelle Ill. 





Relative Gesamtbelichtungszeit Belichtungszeit 
ee aie (einschl. Sektorpausen) ohne Sektorpausen 
Strahlungsintensitiat Sek. Sek. 

78,2 6 0,077 
55,0 6 0,108 
1,0 6 6.0 


Um eine Gewahr dafiir zu haben, daB die Empfindlichkeit der 
EiweiBlésung wahrend der einzelnen Versuchsreihen konstant blieb, 
wurde bei jeder Serie der Sektorversuche ein Standardversuch 
(Standardbelichtung : 6 Sekunden Belichtungszeit relativer Intensitat 2,6) 
ohne Zwischenschaltung des Sektors mit aufgenommen. Abb. 9, auf 
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Abb. 9. 


der das Ergebnis eines zweimal unter gleichen Bedingungen wieder- 
holten Sektor- und Standardversuchs dargestellt ist, gibt ein Beispiel 
der dabei erhaltenen Resultate (@ x Sektorversuch, © + Standard- 
versuch). Man sieht daraus, daB erstens der Unterschied in dem Verlauf 
der beiden Reaktionskurven fiir den Sektorversuch nicht gréBer ist 
als der Unterschied in dem Verlauf der Standardversuche, und zweitens, 
da®B die im Sektorversuch verwandte gréBere Strahlungsintensitat eine 
kiirzere Latenzzeit als im Standardversuch hervorruft. 

Die Eichkurve der Abb. 4, die jeder Latenzzeit eine bestimmte 
Belichtung zuordnet, so den Bedingungen des Standardversuchs eine 
Latenzzeit von 11,8 Minuten, ergab die Méglichkeit, die erhaltenen 
Resultate in bezug auf die Wirksamkeit verschiedener Strahlungs- 
intensitaten auszuwerten. Demgema® sind in der Kolonne3 der 
Tabelle IV diejenigen relativen Strahlungsintensitaten (k) angegeben, 
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die nach der Eichkurve (Abb. 4) den im Sektorversuch erhaltenen 
Latenzzeiten entsprechen. 
Tabelle IV. 





Verstirkung 


Relative P —" | “ Ss 
Strahlungsintensitat — - k der seer ne irkung 
Min. ° 
77.8 9,0 9,1 45,5 
5D 9,5 8,5 36 
11,8 6,25 - 


Wir sehen, daB die Strahlenwirkung auf Eiweif mit steigender 
Strahlungsintensitét bei gleichbleibender Belichtung sich vergréBert. 
Die Wirkung gréBerer Strahlungsintensitéten faillt also so aus, als ob 
die angewandte Belichtung bei gleichbleibender Strahlungsintensitat 
vergréBert worden ware. Da die den Intensitéten auf der Eichkurve 
(Abb. 4) zugeordneten Belichtungen direkt mit der Reaktionsausbeute 
verbunden sind, ergibt sich aus der oben dargestellten Auswertung, 
daB die Steigerung der angewandten Strahlungsintensitét eine Ver- 
groBerung auch der Reaktionsausbeute mit sich bringt. In der letzten 
Spalte der Tabelle [V sind demgema&B die prozentualen Verstarkungen 
der Strahlenwirkung fiir die einzelnen Intensitaéten eingetragen. Da 
es aus versuchstechnischen Griinden nicht méglich war, die Intensitat 
noch weiter zu steigern, wir jedoch noch mehr Anhaltspunkte fiir die 
Abhangigkeit des Reaktionsverlaufs von der Strahlungsintensitaét ge- 
winnen wollten, wurde in einem weiteren Versuch die Intensitaét durch 
Abstandsveranderung auf 1/,, der Intensitaét des Standardversuchs ver- 
mindert. Hierbei war es jedoch, um dieselbe Strahlenmenge wie friiher 
zu verabfolgen, nétig, die Belichtungszeiten entsprechend zu verlingern. 
Dies bringt in die Ergebnisse den in § 3 a) bei Abb. 3 besprochenen 
Fehler mit sich, insofern, als die Belichtungszeit einen wesentlichen Teil 
der Latenzzeit einnimmt. Bei der Strahlungsintensitaét, die !/,, der 
Strahlungsintensitat des Standardversuchs betrug, machte die Belich- 
tungszeit wie oben erwaihnt, etwa 16°, der Latenzzeit aus, was den 
geradlinigen Verlauf der Teilchenzahlkurve noch nicht beeintrachtigte. 


Tabelle V. 





Pa : Abnahme 
Sesanionaeinonetine | epee k der Strahlenwirkung 
Min. Oy 
so 16,3 45 44 
1 11,8 6,25 - 


Tabelle V, die der TabelleIV analog ist, stellt die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihe dar. Man sieht, daB auch hier der gréBeren Strah- 
lungsintensitat die gréBere Strahlenwirkung entspricht. 
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c) Diskussion der Versuchsfehler. 

Wie die in § 3a dargestellten Ergebnisse zeigen, lassen sich durch 
die Zihlung der in bestrahlten Eiweiblésungen auftretenden Teilchen 
verschiedene GréBen (Latenzzeit, Steilheit u.a.) auffinden, die als 
Mab der Reaktionsausbeute dienen kénnen. Der Grund fiir die be- 
vorzugte Wahl der Latenzzeit als MaB der Reaktionsausbeute fiir die 
vorliegende Betrachtung ergab sich aus der Berechnung des Versuchs- 





fehlers. 
Tabelle VI. 
Versuch Latenzzeit Abweichung sit Abweichung 
Nr. Min. vom Mittelwert Zi00—-LZ vom Mittelwert 
1 12,0 0,2 8,4 1,9 
2 13,0 1,2 9,0 1,3 
11,8 0 10,2 0,1 
12.5 0,7 10,2 ' 0,1 
5 10,9 0,9 11,2 0,9 
6 12,0 0,2 11,0 0,7 
7 11,5 0,3 10,9 0,6 
8 10,6 1,2 10,8 0,5 
9 11,8 0 10,2 0,1 
10 11,8 0 11,2 0,9 
Summe... 118,0 103,0 
Mittelwert . 11,8 10,3 


* Zio0—LZ bedeutet die Differenz der zur Erreichung von 100 Teilchen notwendigen 
Zeit (Zoo) und der Latenzzeit (LZ). Diese Zeit ist der Steilheit der Teilchenzahlkurven um- 
gekehrt proportional. 


In Tabelle VI sind die Werte fiir die Latenzzeit und die Differenz 
der zur Erreichung von 100 Teilchen not wendigen Zeit der Teilchenzahl- 
kurven von zehn unter den gleichen Bedingungen ausgefiihrten Standard- 
versuchen (relative Intensitaét 2,6, Belichtungszeit 6 Sekunden) auf- 
gefiihrt. Der Fehler dieser Standardversuche mit jedesmal frisch an- 
gesetzter Stammlésung gleicher Konzentration ist in der Tabelle VII 





eingetragen. 
Tabelle VII. 
4 Mittlerer Mittlerer Wahr- 
|| Mittelwert | Maximaler Fehler jeder | Fehler des scheinlicher 
Fehler Beobachtung Mittelwertes Fehler jeder 
Beobachtung 
in °/,) des Mittelwertes 
Latenzzeit. . . 11,8 10 6 2 4 


Zyo—-LZ. . . 10,3 18 9 3 6 
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Es zeigt sich, daB fiir die Differenz der zur Erreichung von 100 Teiilchen 
notwendigen Zeit und der Latenzzeit (2,9, — LZ) der mittlere Fehler héher 
liegt als fiir die Latenzzeit, deren mittlerer Fehler 6°, betragt!. Wurden 
die Versuche mit verschiedenen Proben ein und derselben Stammlésung 
durchgetiihrt, so wurde der Fehler kleiner als bei den Versuchen mit jedesmal 
frisch angesetzter EiweiBlésung, und zwar betrug der mittlere Fehler der 
Latenzzeit in diesem Falle 4°,.. 


Der Gesamtfehler einer jeden Beobachtung setzt sich aus folgenden 
Einzelfehlern zusammen: 


1. Der Zahlfehler: Dieser Fehler laBt sich dadurch auf ein Minimum 
reduzieren, daB die Zahlung bei hinreichender Adaptation und Aufrecht- 
erhaltung der gleichen Bedingungen beziiglich der ultramikroskopischen 
Versuchsanordnung (Konstanz der Beleuchtungsstirke des Gesichts- 
feldes, der Schichtdicke des zu untersuchenden Praparates und der 
Temperatur) ausgefiihrt wurden. Die Bedeutung dieses Zahlfehlers 
fiir das Endresultat wird auBerdem dadurch herabgesetzt, daB der 
Reaktionsverlauf in den beschriebenen Versuchsergebnissen immer 
durch eine Gerade dargestellt ist, die durch mindestens fiinf experimentell 
gewonnene Punkte festgelegt ist. Eine etwaige fehlerhafte Abweichung 
eines Zahlresultats ist demnach ohne weiteres zu erkennen und ver- 
mag das Gesamtresultat nicht zu beeinflussen. Dabei ergab die Be- 
rechnung der Abweichung fiir 50 experimentell gewonnene Punkte von 
den durch sie bedingten Geraden einen mittleren Fehler von 4 °,,, wahrend 
der mittlere Fehler fiir die Bestimmung der Latenzzeit jedes einzelnen 
Versuchs sich zu 1,6°,, errechnete. 


2. Dosierungsfehler: d. h. Fehler, die durch die mégliche Inkonstanz 
der Strahlenquelle und etwaige MeBfehler verursacht werden. Die 
Messungen mit dem Universalelektroskop konnten auf etwa 1°, genau 
ausgefiihrt werden. Die Strahlungsintensitaétssch wankungen der Queck- 
silberlampe bei sorgfaltiger Uberwachung der elektrischen Betriebs- 
bedingungen lagen innerhalb von 2°, so daB der gesamte Dosierungs- 
fehler auf etwa 3°, angesetzt werden kann. 


3. Fehler, die durch eine mégliche Verinderung der Empfindlichkeit 
der EiweiBlésung hervorgerufen werden. Der Gesamtfehler in der 
Bestimmung der Latenzzeit fiir verschiedene Proben ein und derselben 
Lésung betragt, wie oben erwahnt, etwa 4°,. Er liegt in derselben 
GréBenordnung wie Zaihl- plus Dosierungsfehler, so daB die Empfind- 
lichkeit der verschiedenen Proben einer Stammlésung als praktisch 


' Da der Wert Z, 5, — LZ die Differenz zweier experimenteller Punkte 
darstellt, ist es an und fiir sich natiirlich, daB sein Fehler héher liegt als 
der der Latenzzeit. Es ist aber wichtig, daB er nicht die doppelte GréBe 
erreicht. 








kor 
bei 
Tal 
Zak 
Em 
der 
resi 
gen 
Wa 
ges 


Aus 
in « 
tun 
F« yl 
Lic 
unc 
Ver 
vor 
der 
die 
Auf 
beo 
ver 
gez 
Lee 
lun, 
unt 
wer 
ene 
stre 
Str 
dur 
und 


ges 


der 
lich 
gro 


dire 











Wirkungen kurzwelliger Strahlen auf EiweiBkérper. IT. 299 


konstant angesehen werden kann. Dagegen betrigt der Gesamtfehler 
bei der Verwendung jedesmal frisch angesetzter Lésung, wie aus 
Tabelle VIII zu ersehen ist, etwa 6°,,. Dieser Fehler ist gr6éBer als der 
Zahl- und Dosierungsfehler und wird offenbar durch die verinderte 
Empfindlichkeit der einzelnen Lésungen verursacht. Die Empfindlichkeit 
der EiweiBlésung ist also fiir die GréBe des Gesamtfehlers eines Versuchs- 
resultats maBgebend. Inwieweit die Empfindlichkeit von der Un- 
genauigkeit der Konzentration bzw. der Beschaffenheit des verwandten 
Wassers oder anderen Faktoren abhangig ist, sei vorlaufig zuriick- 
gestellt. 

$4. Diskussion der Versuchsergebnisse. 

a) Uber den Mechanismus der Reaktion. 

Die in §3 dargestellten Versuchsergebnisse gestatten nun einige 
Aussagen tiber GesetzmaBigkeiten im Verlauf der beobachteten Reaktion 
in der bestrahlten EiweiBlésung. Die im Ultramikroskop zur Beobach- 
tung kommende Strahlungsreaktion des Eiweibes stellt eine direkte 
Folgereaktion der Veranderung der EiweiBmolekiile durch ultraviolettes 
Licht dar. Dieser Vorgang spielt sich am Eiweibmolekiil selbst ab 
und ist daher der direkten Beobachtung nicht zuganglich. In unseren 
Versuchen handelt es sich um die Beobachtung einer an den Primar- 
vorgang sich anschlieBenden Folgereaktion, namlich um die Koagulation 
der denaturierten EiweiBmolekiile bzw. EiweiBmicellen. Diese Reaktion, 
die von einem gewissen Stadium ab im Ultramikroskop durch das 
Auftreten von in Brownscher Molekularbewegung befindlichen Teilchen 
beobachtbar wird, stellt einen unmittelbar mit der Strahlenwirkung 
verbundenen ProzeB dar. Denn wie die oben beschriebenen Ergebnisse 
gezeigt haben, steht jedes der aufgefundenen Charakteristika der 
Reaktion in einer unmittelbaren Beziehung zu der einwirkenden Strah- 
lungsenergie und kann als relatives Ma fiir die Reaktionsausbeute 
unter Umgehung der Zahl der primar denaturierten Molekiile angesehen 
werden; und zwar nimmt bei Erhéhung der applizierten Strahlungs- 
energie die Latenzzeit ab, die Steilheit des Reaktionsverlaufs zu. Dabei 
streben die beiden GréBen, wie Abb. 5 und 6 zeigen, mit zunehmenden 
Strahlendosen einem Sattigungswert zu. Dieser Sattigungswert kann 
durch die Erschépfung der Zahl der noch ungeschadigten Molekiile 
und durch das Vorhandensein einer maximalen Koagulations- 
geschwindigkeit bedingt sein. 

Da bei VergréBerung der auffallenden Strahlenenergie die Zahl 
der primar geschadigten Molekiile zunimmt, und damit die Wahrschein- 
lichkeit fiir den Zusammentritt dieser Teilchen ebenfalls sich ver- 
geréBert, so muB ceteris paribus die Koagulationsgeschwindigkeit in 
direkter Abhangigkeit von der eingestrahlten Energie stehen, was auch, 
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wie Abb. 5 zeigt, in der gréBeren Steilheit der gefundenen Reaktions- 
kurven zum Ausdruck kommt. Zur Erklarung der gefundenen Eigen- 
schaft der Latenzzeit kann die mehr oder minder groBe Haufigkeit 
des Zusammentretens verschieden zahlreicher, primar geschadigter 
Molekile bei verschiedenen Strahlungsintensitéten nicht allein maB- 
gebend sein. Denn die Kurven fiir die Abhangigkeit der Teilchenzahl 
von der Beobachtungszeit (Abb. 2) miiBten dann einen langsamen 
kontinuierlichen Anstieg aufweisen, d.h. sie diirften, besonders bei 
kleinen Strahlungsenergien, beim Auftreten der Teilchen keinen scharfen 
Knick zeigen, wie er in séimtlichen obigen Versuchen und besonders 
deutlich in friiheren Untersuchungen mit monochromatischem Licht 
der Wellenlinge 303 mu und 313 mu (4) gefunden wurde. Dies 
bedeutet, daB auBer den mechanischen ZusammenstéBen der de- 
naturierten EiweiBteilchen noch andere Faktoren die beobachtete Ge- 
samtreaktion bedingen miissen, so z. B. die Beeinflussung des Lésungs- 
mittels durch unmittelbare Strahleneinwirkung bzw. durch die strahlen- 
veranderte geléste Substanz. Es sieht so aus, als ob die EiweiBlésung 
durch Vorgiinge, die sich an die primare Veranderung einzelner Molekiile 
anschlieBen, zunichst zu einer bestimmten Koagulationsreife gebracht 
werden muB. Die Latenzzeit wire dann grundsatzlich als die Zeit 
anzusehen, die nétig ist, um die Lésung bis zu diesem Zustand der 
Koagulationsfaihigkeit zu bringen. Wie die Ergebnisse zeigen, ist dieser 
ReifungsprozeB von der applizierten Strahlenmenge und somit von 
der Zahl der primar denaturierten Molekiile unmittelbar abhangig. 
Von einer gewissen Grenze, die durch die Sattigung des Lésungsmittels 
mit koagulationsreifen Partikeln gegeben ist, tritt die beobachtbare 
Koagulation ein. Es laufen also bei der Betrachtung der Gesamt- 
reaktion anscheinend zwei Prozesse parallel, wenn auch nicht gleich- 
zeitig beginnend: 1. Eine Reaktion, die die EiweiBlésung in den Zu- 
stand der Koagulationsreife iiberfiihrt und deren Geschwindigkeit in 
unseren Versuchen durch die reziproke GréBe der Latenzzeit gegeben 
ist, und 2. der Koagulationsvorgang, der sich zunachst in der VergréBe- 
rung der Zahl der sichtbaren Teilchen auBert und dessen Geschindigkeit 
in dieser Phase die Steilheit des Kurvenverlaufs bedingt. Erstreckt 
sich dagegen die Belichtungszeit iiber einen gréBeren Bereich der 
Latenzzeit oder iiberschreitet sie diese sogar, so tritt, wie Abb. 3 zeigt, 
eine Abweichung vom geradlinigen Kurvenverlauf auf. Dieser ver- 
anderte Kurvenverlauf kann dadurch bedingt sein, daB wabrend der 
Latenzzeit staindig neue Denaturierungsdepots geschaffen werden. Da 
die Denaturierungen erst zu einer Zeit entstehen, in der die Lésung 
schon koagulationsfahig ist, verandern sie den oben angegebenen, durch 
eine Gerade darstellbaren Reaktionsverlauf, der nunmehr, wie Abb. 3 
zeigt, durch eine Kurve mit zunehmender Steilheit charakterisiert wird. 
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b) Berechnung des Reaktionsverlaujs. 

Nachdem sich in den beschriebenen Versuchen die Latenzzeit als 
brauchbares MaB der Strahlenwirkung auf EiweiB gezeigt hat, ist es 
somit auch méglich, die eingangs gestellte Frage nach der Abhangigkeit 
der Reaktionsveranderung von der Strahlungsintensitaét bei gleicher 
Belichtung zu untersuchen. Fir primaire photochemische Reaktionen 
fordert das Bunsen-Roscoesche Gesetz die Konstanz des Intensitits- 
Zeitproduktes (J .7 = konst.). Fiir die von uns untersuchte Reaktion 
besitzt dieses Gesetz jedoch, wie die Tabellen IV und V zeigen, keine 
strenge Giiltigkeit, da hier die Strahlenwirkung mit Zunahme der 
Strahlungsintensitat unter Einhaltung der gleichen Gesamtbelichtung 
ansteigt. Die Méglichkeit einer Abweichung ist dadurch gegeben, 
daB das Bunsen-Roscoesche Gesetz nur fiir primaire photochemische 
Reaktionen gilt, waihrend die von uns untersuchte Vermehrung der 
sichtbaren EiweiBteilchen durch Ultraviolettlicht eine, wenn auch dem 
primaren Vorgang nahe Folgereaktion ist. Um nun fiir den vorliegenden 
Fall der Ausbeutezunahme bei steigender Strahlungsintensitaét eine 
gesetzmaBige Beziehung zu erhalten, ist es notwendig, in die Gleichung 
J.T = konst. einen Exponenten einzufiihren, analog dem Schwarz- 
schildschen Exponenten bei dem SchwarzungsprozeB der photographi- 
schen Platte. Die Ausrechnung dieses Exponenten gestaltete sich folgen- 
dermaBen: Es wurden jedem Versuch, der mit einer bestimmten 
Strahlungsintensitaét ausgefiihrt worden war, mit Hilfe der entsprechen- 
den Eichkurven fiir die Standardversuche (vgl. Abb. 4) solche Bedin- 
gungen zugeordnet, die bei einer anderen Intensitat dieselbe Latenzzeit 
d.h. dieselbe Wirkung hervorriefen. Aus je zwei solcher Versuchs- 
bedingungen, die dieselhe Wirkung bei verschiedenen Belichtungen 

, J (T, 
ergaben, wurde dann der Exponent x aus der Gleichung J, Fi 
ausgerechnet, worin J bzw. J, die Intensitaéten, 7 bzw. 7, die Be- 
strahlungszeiten sind. Die Ergebnisse dieser Rechnung sind in 
Tabelle VIII zusammengestellt. 

Tabelle VIII. 





Nr. LZ BZ I z 
qi 9,0 0,0155 1535 ) : 
i 90 10 39,4 j 0,89 
re 9,5 0,0248 100.5 
2 | 915 10 39\4 | 0,90 
16,3 53,4 1,0 = 
3 16.3 110 39.4 j 9,92 


In dieser Tabelle bedeuten LZ die Latenzzeit in Minuten, BZ 
die Belichtungszeit in relativem Mae, wobei die Belichtungszeit des 
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Standardversuchs gleich 1 gesetzt ist, J die gemessene Strahlungs- 
intensitat in relativem Mab, wobei die kleinste Intensitat gleich 1 
gesetzt ist, und x der nach der obigen Formel berechnete Exponent. 
Wie aus der Tabelle VIII hervorgeht, verhalten sich die angewandten 
Intensitaten wie 1: 1500. Dabei wurde die Intensitat des Versuchs 3 
durch Abstandsverainderung erhalten, die der Versuche | und 2 mittels 
des rotierenden Sektors variiert. Aus diesen drei Versuchen ergibt 
sich im Mittelwert ein Exponent von 0,90, mit einer maximalen Ab- 
weichung von 2,2°,, die nach der Fehlerrechnung innerhalb der Fehler- 
grenzen der Methodik liegt. Die untersuchte Keaktion erfiillt also die 
Gleichung J . T°.s = konst, d. h. der Zeitfaktor der Reaktion ist < 1. 


$5. SchluBbemerkung. 


In der strahlenbiologischen Literatur der letzten Zeit ist die Frage 
nach der Bedeutung des Zeitfaktors fiir die biologischen Strahlen- 
wirkungen oft diskutiert worden. Soweit sich die experimentellen 
Untersuchungen auf die Einwirkung des U.V.-Lichtes beziehen, 
kommen hauptsichlich die Arbeiten von Perthes (10), Freund (11), 
Keller (15), Seide (12) und Liechti (13) in Frage. Die drei ersten Autoren 
finden fiir das Lichterythem der menschlichen Haut einen Zeit- 
faktor < 1, wobei interessanter Weise Keller denselben Zeitfaktor 0,90 
fiir das Lichterythem findet wie wir fiir die Strahlungsreaktion des 
Eiweibes, wihrend Seide und Liechti unter Benutzung der von Holt- 
husen (14) ausgearbeiteten Ascariseimethode fiir dieses Objekt einen 
Zeitfaktor = 1 fanden. Da® wegen der Verschiedenheit des Unter- 
suchungsmaterials keine einheitlichen Resultate zu erwarten sind, geht 
schon daraus hervor, da Liechti unter gleicher Versuchsmethodik fiir 
Wasserfléhe einen Zeitfaktor < 1 fand. Ein unmittelbarer Vergleich 
dieser Befunde mit unseren Ergebnissen ist nicht ohne weiteres an- 
gingig, weil die fiir das biologische Testobjekt vorhandenen spezifischen 
Faktoren der fluktuierenden Variabilitét, der Erholung und der Ge- 
wohnung fiir die von uns untersuchte Reaktion der EiweiBdenaturierung 
gegenstandslos sind. Trotzdem mu die oben fiir das Eiweib fest- 
gestellte Abweichung vom Bunsen- Roscoeschen Gesetz wegen der iiber- 
ragenden Bedeutung der Eiweif®denaturierung fiir die biologische 
Strahlenwirkung mitbestimmend sein fiir die Resultate der Zeitfaktor- 
versuche am strahlenbiologischen Material. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Auszahlen der in Brownscher Molekularbewegung_ be- 
findlichen EiweiBteilchen einer reinen Paraglobulinlésung wurde die 
Koagulationswirkung des ultravioletten Lichtes auf diese Lésung 
quantitativ untersucht. 
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2. Die gewonnenen Teilchenzahikurven ergeben  verschiedene 
Charakteristika der Reaktion (Latenzzeit, Steilheit u.a.), die in un- 
mittelbare Beziehung zur auffallenden Strahlungsenergie gebracht 
werden und damit als ein relatives Mab der Strahlenwirkung dienen 
k6nnen. 

3. Die Untersuchung tiber die Abhangigkeit der Strahlenwirkung 
von der Strahlungsintensitat bei gleicher auffallender Gesamtstrahlungs- 
energie zeigte, dab die beobachtete Reaktion der Gleichung 

1. T°.%s — konst. 
genugt. 

4. Einige aus den MeBergebnissen folgende Deutungsméglich- 
keiten des Reaktionsmechanismus werden diskutiert. 

Dem Direktor des Instituts, Herrn Prof. Dr. Fr. Dessauer, fiir sein 
stetes Interesse und fiir die Uberlassung der Institutsmittel sind wir zu 
groBem Dank verpflichtet. Herrn Privatdozent Dr. B. Rajewsky, aut 
dessen Anregung diese Untersuchung vorgenommen wurde, danken wil 
fiir seine Ratschlage herzlichst. Der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft fiir die Gewahrung eines Stipendiums an den einen von uns 
sei auch hier bestens gedankt. 
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Uber einen Zusammenhang zwischen dem Konzentrationsgang 
des Brechungsindex von Lésungen und den Zustandsinderungen 
des gelésten Stoffes. 


(Eine Methode zur Untersuchung geléster Stoffe auf ihren Zustand bzw. 
auf dessen Anderungen.) 


Von 
Max Frankel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitat Jerusalem.) 


(Eingegangen am 13, August 1930.) 


Aus friiheren experimentellen Befunden! ergab sich uns die Be- 
deutung der zwischenmolekularen. Krafte fiir das Zustandekommen 
der Eigenschaften hochmolekularer Naturstoffe. AnschlieBend an 
bei der Gelatine gemachte Beobachtungen, die sich durch die Wirksam- 
keit zwischenmolekularer Krafte erklaren lieBen, gingen wir dazu iiber, 
die verschiedenen Klassen der chemischen Bauelemente der Eiweil- 
stoffe systematisch auf ihre intermolekulare Assoziationstendenz zu 
untersuchen. Dem Studium dieser Verhaltnisse liegt die Uberlegung 
zugrunde, daB von einer systematischen Untersuchung der chemisch 
definierten Bauelemente von Proteinen auf ihre Fahigkeit, in Lésung 
Krafte der erwihnten Art zu entfalten, ein tieferes Verstandnis fiir 
charakteristische Eigenschaften der EiweiBkérper, z. B. fiir ihre Aggre- 
gationserscheinungen oder fiir ihre kolloide Léslichkeit, erwartet werden 
kann. 

Uber die Ergebnisse der Beobachtungen an den einfachsten Bau- 
steinen dieser Kérperklasse, den Aminosduren, wurde bereits berichtet ?, 
wahrend die Untersuchung an Peptiden sowie an gemeinsamen Lésungen 
mehrerer verschiedener Bausteine, darunter auch solcher von polarem 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 17, 1927; 170, 247, 1927; Kolloid- 
Zeitschr. 45, 355, 1928. 
2 Diese Zeitschr. 217, 378, 1930. 
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elektrischen Charakter (also von ausgepragt saurer oder alkalischer 
Natur), noch im Gange ist. 

Im Laufe di+ser Versuche stellte sich die methodische Aufgabe 
ein, ein Verfahren ausfindig zu machen, das die zwischen den Molekiilen 
geléster Stoffe wirksam werdenden Krafte in empfindlicher Weise und 
auf einem experimentell leicht durchfiihrbaren Wege zu erfassen ge- 
stattet. Die fiir solche Untersuchungen naheliegendsten Methoden 
sind die der Molekulargewichtsbestimmung. Allein wie schon in einer 
friiheren Arbeit erwaihnt!, haften ihnen Nachteile sowohl prinzipieller 
als auch praktisch-experimenteller Art an. 

Die prinzipiellen Einwande beziehen sich auf die Tatsache, dab 
Molekulargewichtsbestimmungen nach dem kryoskopischen bzw. dem 
ebullioskopischen Verfahren bei Grenzbedingungen fiir die Existenz 
der untersuchten Lésungen vorgenommen werden miissen, namlich 
bei deren Gefrier- bzw. Siedetemperatur. Nun sind aber zwischen- 
molekulare Krafte nach unseren Befunden auBerordentlich mit der 
Temperatur veranderlich, und deshalb geben solche Verfahren, die, 
wie eben auseinandergesetzt, nur extreme und nicht die natiirlichen 
Verhiltnisse erfassen, kein richtiges Bild der Sachlage. Fiir derartige 
Untersuchungen ist vielmehr eine Methode erwiinscht, die 1. ein gréBeres 
mittleres Temperaturintervall, vor allem das biologische, umfaBt und 
2. durch Erméglichung einer Variierung der Versuchstemperatur das 
Studium der Temperaturabhangigkeit der erwihnten Krafte gestattet. 

Fir Molekulargewichtsbestimmungen in einem variablen Tem- 
peraturgebiet stiinden héchstens noch jene Verfahren zur Verfiigung, 
die auf das Prinzip der isothermen Destillation gegriindet sind; diese 
sind aber, abgesehen von ihrer Umstandlichkeit, fiir die vorliegenden 
Zwecke viel zu ungenau, besonders wenn es sich um ihre Anwendung 
auf wasserige Lésungen handelt. 

Die praktisch-experimentellen Einwande gegen die tiblichen Mole- 
kulargewichtsbestimmungsmethoden bestehen zunachst darin, da} die mit 
ihrer Anwendung gegebenen extremen Temperaturverhaltnisse ent weder 
zu einer ungiinstigen Gestaltung der Léslichkeit fiihren (geringere 
Léslichkeit der meisten Stoffe in der Nahe des Gefrierpunkts ihrer 
Lésungen) oder zu der Gefahr einer Zersetzung bei der Siedetemperatur 
der Lésung. Dazu kommen die sehr betrachtlichen Fehler dieser 
Methoden in ihrer einfachen Ausfiihrungsform; Streuungen sind selbst 
bei den Prazisionsverfahren, die fiir solehe Zwecke angewendet werden 
miissen, nicht ausgeschaltet. Serienbestimmungen dieser Art sind 
daher ziemlich umstandlich und zeitraubend und bei Substanzen mit 


1 Diese Zeitschr. |. c. 
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hohem Molekulargewicht kaum mehr ausfiihrbar, da die A-Werte 
zu klein werden. 

Schon friiher ergaben sich uns Anhaltspunkte dafiir, daB eine 
allen Anforderungen geniigende Methode in der Bestimmung des 
Konzentrationsganges des Brechungsindex von Lésungen gegeben ist. 

Die vorliegende Arbeit hat die Aufgabe, die ersten vorlaufigen 
Ergebnisse, die sich nur auf vereinzelte Faille bezogen, durch weiteres 
experimentelles Material zu erginzen und zu begriinden. 

Die GréBe des Brechungsindex einer einheitlichen Substanz ist 
unter anderem auch von ihrer jeweiligen veranderlichen Dichte, von 
ihrem Aggregatzustand abhangig. Die Bemiihungen, diese Verander- 
lichkeit auszuschalten und dem Brechungsindex den Charakter einer 
Konstanten zu geben, fiihrten zu den bekannten mathematischen 
Umformungen, denen in der Regel ein konkreter physikalischer Inhalt 
zugrunde liegt. 

Den Ausgangspunkt fiir die vorliegende Untersuchung bildete 
dagegen gerade die willkommene Tatsache der Zustandsabhangigkeit 
des experimentell bestimmbaren Brechungsindex und ihre Ubertragung 
auf Lésungen. 

Aus eigenen Messungen des Konzentrationsganges des Refraktions- 
index von Lésungen sowie aus der teilweisen Verwertung von Beob- 
achtungsmaterial, das Wagner in dem Tabellenwerk zum Zeissschen 
EKintauchrefraktometer zuginglich gemacht hat, ergibt sich, daB die 
von manchen Autoren behauptete allgemein giiltige Proportionalitat 
zwischen der GréBe des Brechungsindex und der Konzentration nicht 
besteht. Eine solche ist auch bei der Abhangigkeit dieser GréBe von 
dem Zustand nicht zu erwarten, da dieser letztere mit der Konzentration 
sehr haufig veranderlich ist. Stellt man aber die refraktometrischen 
Daten und die Ergebnisse von Molekulargewichtsbestimmungen an 
Lésungen des gleichen Stoffes in dem gleichen Konzentrationsgebiet 
zusammen, so ergibt sich in allen untersuchten Fallen eine klare Regel- 
maBigkeit, die es erlaubt, in Anwendung auf unbekannte Stoffe aus 
der experimentell leicht ermittelbaren Konzentrationsabhangigkeit 
dieser optischen GréBe Aussagen tiber Zustandsinderungen bzw. iiber 
den Zustand des gelésten Stoffes zu machen. 

Es zeigt sich namlich, daB in allen Fallen, in denen in dem unter- 
suchten Konzentrationsintervall keine Zustandsdnderungen eintreten, 
eine strenge Proportionalitat in der GréBe des Brechungsindex und der 
Konzentration vorliegt. Tritt dagegen bei Anderung der Konzentration 
eine Zustandsinderung des gelésten Stoffes auf, eine Erscheinung, die 
sehr haufig erfolgt, so ergeben sich Abweichungen von der Proportionalitat : 
bei Assoziation, die in den parallel angestellten Molekulargewichts- 
bestimmungen durch héhere als die theoretischen Werte bemerkbar 
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wird, ble.ben die Werte fiir den Brechungsindex hinter den unter Annahme 
der Proporii nalitat errechneten zurtick, im entgegengesetzten Faille, der 
Dissoziation der gelésten Einheiten, sind die gefundenen Zahlen fiir 
den Brechungsindex gréfer, als die Linearitét es erwarten laBt. 

Diese Befunde werden verstandlich, wenn man sich die Erfahrung 
vor Augen halt, daB in der Regel die GréBe des Brechungsindex mit 
der Anzahl der in einer Lésung enthaltenen selbstaindigen Teilchen 
wachst. Tritt nun bei Erhéhung der Konzentration eine Anziehung 
zwischen den gelésten Molekiilen ein, so bedeutet das ein bei Beriick- 
sichtigung der Konzentrationserhéhung verhaltnismaBbig geringeres An- 
wachsen der Zahl der brechenden Teilchen, daher das Zuriickbleiben der 
gefundenen Werte fiir den Brechungsindex gegeniiber den errechneten. 
Umgekehrt bewirkt die Dissoziation ein Anwachsen von brechenden 
Teilchen iiber das durch die Konzentrationserhéhung bewirkte AusmaB 
und hat daher einen Anstieg in den Werten fiir den Brechungsindex 
zur Folge, der tiber die Linearitét hinausgeht. 

Die klargelegte RegelmaBigkeit bezieht sich auf das Auftreten von 
Zustandsdnderungen in dem betrachteten Konzentrationsgebiet. Eine 
Zustandsainderung erfolgt natiirlich nicht, wenn eine schon bei der 
Ausgangskonzentration vorhandene Assoziation oder Dissoziation pro- 
portional der Konzentration fortschreitet. In diesem Falle zeigt die 
Konzentrationsabhangigkeit des Brechungsindex reine Proportionalitat, 
weil die Anderung in der Anzahl der brechenden Teilchen linear zur 
Konzentration erfolgt. Beispiele fiir ein solches Verhalten haben wir 
in Lésungen von Anilin und mit weitgehender Anniherung auch bei 
solehen von Phenol gefunden. 

Entspricht also der Anstieg des Brechungsindex einer Geraden, 
so liegen zwei Moglichkeiten vor: der geléste K6érper zeigt entweder 
, normales* Verhalten oder aber eine proportional mit der Konzentration 
erfolgende Zustandsinderung. Die Entscheidung laBt sich entweder 
durch Extrapolation des Konzentrationsganges von n auf die Kon- 
zentration Null oder durch Ausfiihrung einer einzigen Prazisions 
molekularbestimmung innerhalb des untersuchten Konzentrations- 
intervalls erbringen. Fihrt die Extrapolation genau auf den Wert des 
Brechungsindex des angewandten Lésungsmittels bei der Unter- 
suchungstemperatur bzw. ergibt sich das der Formel entsprechende 
Molekulargewicht, so ist erwiesen, daB der geléste Kérper in dem 
bestimmten Konzentrationsgebiet keine zwischenmolekularen Kriafte 
betatigt; die Auswertung andersgearteter Ergebnisse entscheidet iiber 
das Vorliegen von Assoziation oder Dissoziation. 


Die Methode setzt uns also in den Stand, zu unterscheiden, ob ein 
geléster Stoff zwischenmolekulare Krafte betatigt oder nicht; sie erlaubt die 
Unterscheidung zwischen ihrer Art und erméglicht schlieBlich die Fest- 
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stellung, ob eine Assoziation oder eine Dissoziation proportion: 1 mit der 
Konzentration erfolgt, eine Feststellung, die sich bei den Stresungen selbst 
der iiblichen Prazisionsmethoden zur Bestimmung des Mob kulargewichts 
nicht ohne weiteres auf einem anderen Wege erbringen lieBe. Die Methode 
zeichnet sich durch groBe Prazision bei leichtester experimenteller Durch- 
fiihrbarkeit aus. Ihr weiterer Vorteil besteht in der Méglichkeit, erforder- 
lichenfalls mit ganz geringen Substanzmengen auszukommen, da_ bei 
Anwendung des Hilfsprismas je ein Tropfen von jeder Lésung aus- 
reichend ist. Auch die eingangs gestellte Forderung, die Untersuchungen iiber 
ein gréBeres mittleres Temperaturintervall ausdehnen zu kénnen, ist durch 
das angegebene Verfahren erfiillt; die dem Eintauchrefraktometer bei- 
gegebene Beschreibung enthalt zwar nur Justierangaben fiir die Tempera- 
turen von 10 bis 30°, womit man fiir die meisten Untersuchungen auch 
auskommen diirfte. Die Firma Zeiss stellt jedoch auf Verlangen auch die 
entsprechenden Zahlen bis zu einer Temperatur von 50° zur Verfiigung. 

Die Methode ist — und auch darin liegt ihre Bedeutung — selbst dort 
noch anwendbar, wo infolge von hohen Molekulargewichten kryoskopische 
oder ebullioskopische Bestimmungen nicht mehr ausfiihrbar sind oder doch 
unsicher werden. So ist sie nach unseren bisherigen Versuchen auch 
zur Untersuchung von Aggregations- und Desaggregationserscheinungen 
im Bereich kolloidgeléster Stoffe geeignet. 

Die Ablesungen an der Refraktometerskala lassen sich ohne Schwierig- 
keit auf 0,05 bis 0,025 Skalenteile reproduzieren. Der daraus sich ergebende 
Fehler in den Ablesungen belauft sich auf héchstens zwei Einheiten der 
fiinften Stelle in den Werten fiir den Brechungsindex. Die Ergebnisse der 
vergleichenden Messungen an normalen Stoffen zeigen die ausgezeichnete 
Ubereinstimmung zwischen berechneten und gefundenen Zahlen. Sie sind 
in den folgenden Tabellen zusammengefaBt. Durch Benutzung des Me®B- 
prismensatzes (I bis IV) wird der Anwendungsbereich der Methode auch auf 
Lésungen in nichtwisserigem Milieu erweitert. 


Das beschriebene Verfahren ist nicht bloB auf Lésungen einheit- 
licher Stoffe beschrankt, es kann auch zur Untersuchung der zwischen 
den Molekiilen verschiedener Stoffe in ihrer gemeinsamen Lésung wirksam 
werdenden Krafte herangezogen werden. 


In den nachfolgenden Tabellen sind Messungen des Brechungs- 
index von verschieden konzentrierten Lésungen einer Substanz und 
die Ergebnisse von Molekulargewichtsbestimmungen im _ gleichen 
Konzentrationsgebiet zusammengestellt. Die Untersuchung umfabte 
organische Kérper der verschiedenen Klassen; sie ergab in allen Fallen 
ein eindeutiges Ergebnis. Der Ubersicht halber sind zunachst die 
normalen, dann die assoziierenden und schlieBlich die dissoziierenden 
Lésungen behandelt. Anilin und Phenol, die, wie bereits erwahnt 
wurde, zu den Stoffen gehéren, die in Lésung proportional ihrer 
Konzentration assoziieren, bilden eine weitere Untergruppe. Die 
meisten Lésungen sind wiasserig; als Beispiel einer alkoho- 
lischen Lésung ist die Untersuchung des Malonesters aufgenommen 
worden. 
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I, Normal geliste Substanzen. 
1. Ldvulose. 


a) Refraktometrische Messungen. Temperatur 15°. 








g gelister Sub- Gefunden Berechnet 

stanz in — " - 

100 g Lisung Skalenteile des Brechungsindex Brechungsindex Skalenteile des 

| Refraktometers awi3... eawi2... Refraktometers 

4,323 31,65 3959 3956 31,6 
3,031 26,75 3772 3772 26,75 
2,167 23,55 3649 3643 23,4 
1,3015 20,25 3523 3525 20,3 
0,8681 18,7 3462 3463 18,7 
0,4343 17,1 3401 -—- — 

H,0O (15°) 15,5 3339 


b) Kryoskopische Molekulargewichtsbestimmungen |}. 





Gefrierpunkts- 


erniedrigung Molekulare Erniedrigung 


g in 100g Lésungsmittel 


0,3620 0,0375° 1,87° 
3,692 0,3836 1,871 


Diskussion. Die kryoskopischen Befunde weisen auf normales 
Verhalten hin; damit stehen die Ergebnisse der Refraktometrie in 
guter Ubereinstimmung, die gefundenen und die berechneten Werte 
fallen zusammen; lediglich bei der Konzentration 2,167 g ist eine un- 
bedeutende Unstimmigkeit vorhanden. 


2. Harnstoff. 


a) Refraktometrische Messungen. Temperatur 12°. 











g gelister Sub- Gefunden Berechnet 
stanz in —_—_—_——— 
100 g Lisung Skalenteile des Brechungsindex Brechungsindex Skalenteile des 
Refraktometers a=13... awz13... Refraktometers 
6,5050 41,3 4324 4317 41,1 
38,9303 31,1 3938 3938 31,1 
2,629 26,05 3745 3746 26,1 
1,319 21,0 3551 3552 21,0 
0,6607 18,5 3455 3455 18,5 
0,2645 17,0 3397 — — 
H,O (129) | — 16,0 * 3358 


Zu b) Harnstoff ist nach Landolt-Bérnstein S. 1456 und nach Fr. Fliigel, 
Zeitschr. f. physik. Chem. 79, 590, 1912, innerhalb eines groBen Konzen- 
trationsgebiets normal. 


1 Nach Landolt- Bornstein, Physikalisch-chemische Tabellen, 5. Auflage, 
Bd. II, 8. 1458. 
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Diskussion. Refraktometrische Messungen zeigen volle Pro- 
portionalitat zwischen Konzentration und GréBe des Brechungsindex ; 
diese Befunde sind in Ubereinstimmung mit der unter b) angegebenen 
Konstanz des Molekulargewichts. 


3. d-Alanin. 


a) Refraktometrische Messungen!. Temperatur 20°. 








g gelister Sub- Gefunden Berechnet 
Stanz in 
100 g Liésung Skalenteile des agin ere. eee Skalenteile des 
Refraktometers n == 1, n=1,3. Refraktometers 
11,991 69,0 5352 5354 69,05 
6,043 41,5 4332 4336 41,6 
8,035 28,0 3820 3821 | 28,0 
1,518 21,25 3561 — _— 
H, 0 (20°) 14,5 3301 


b) Kryoskopische Untersuchung!. 
Die kryoskopische Molekulargewichtsbestimmung ergab in dem gleichen 
Konzentrationsgebiet Konstanz des Molekulargewichts. 
. . . . s . . 
Diskussion. Beide Methoden ergeben in Ubereinstimmung normales 
Verhalten des d-Alanins in dem untersuchten Konzentrationsgebiet. 


4. d, l-Alanin. 


Die Refraktometrie ergibt véllige Proportionalitat zwischen 2,330 g bis 
ll, b44g fiir eae Losung, und in Ubereinstimmung damit ist das ef gm 
gewicht in dem gleichen Konzentrationsinterval! konstant (vgl. Frankel, |. c.). 


II. In Lésung assoziierende Substanzen. 
1. n-Propylalkohol. 


a) Refraktometrische Messungen. Temperatur 13°. 





Gefunden Berechnet 





g gelister Sub- 
stanz in Skalenteile des 
100g Lésung Eintauchrefrakto- 


Skalenteile des 


Brechungsindex Brechungsindex | sectenaiatineiae- 


a=13.. n= 


meters . eligi meters n=1,3... 
36, 5.088 96,4 6337 6849 * 
25,689 77,8 5671 5841 79.8 
16,782 59,0 4984 4978 58,8 
8,225 36.5 4143 4149 36,7 
6,554 31,9 3964 3987 32,4 
3,251 24,0 3667 
H,O (13°) 15,85 3352 


* AuBerhalb des Skalenbereichs liegend, daher in Skalenteilen bei Verwendung des Meb- 
prismas | nicht angebbar. 


1 Vgl. Max Frankel, diese Zeitschr. 217, 385 u. 387, 1930. 
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b) Kryoskopische Untersuchung!. 





g gelister Substanz in Gefrierpunkts- ee 
100g Lisungsmittel | erniedrigung Molekulare Erniedrigung 
1,2198 0,3723° 1,83° 
6,547 1,953 1,79 
34,47 9,698 1,69 


Diskussion. In Ubereinstimmung mit den gegeniiber den be- 
rechneten zuriickbleibenden Werten des Brechungsindex bei Konzen- 
trationserhéhung, was fiir Assoziation spricht, nehmen die kryoskopisch 
ermittelten Molekulargewichte ab. 


2. Essigsdure. 


a) Refraktometrische Messungen 2. Temperatur 17,5°. 





Gefunden Berechnet 

g geliéster Sub- ———— ———_——_—_ — -- 
stanz in Skalenteile des 

100 g Lisung Eintauchrefrakto- 





Skalenteile des 


ee Brechungsindex Zintemchrotrekto- 


meters =1,8. n=ls meters 
47,328 100,0 6464 6835 * 
29,35 70,0 5388 5500 73,1 
24,329 61,0 5058 5122 62,8 
8,81 32.0 3972 3974 32,05 
7,246 29,0 3858 3858 29.0 
6,206 27,0 3781 - 
H,O (17,5°) 15,0 3320 


* Auferhalb des Skalenbereichs fiir Mefiprisma I. 


b) Kryoskopische Messungen’®. 





“4 y S stanz i refri s- ., . . 
Seog Liccaguaieeal ye Molekulare Erniedrigung 
1,659 0,514° 1,860° 

6,956 2.088 1,802 
13,45 3.910 1,75 
25,44 6,92 1.63 
43,10 10,87 1,51 


Diskussion. Der Konzentrationsgang des Brechungsindex spricht 
fiir starke Assoziation, was in Einklang mit den kryoskopischen Be- 
funden steht. 


1 Nach Landolt- Bornstein, Bd. II, S. 1457. 
2 Aus den Messungen B. Wagners (Tabellen zum Eintauchrefrakto- 
meter, 2. Auflage, 1928) in Gewichtskonzentrationen umgerechnet. 


3 Siehe Landolt- Bérnstein, Bd. II., S. 1443. 


21* 
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3. Ameisensdure. 


a) Refraktometrische Messungen!. Temperatur 17,5°. 











Gefunden Berechnet 
. yoy +79 Skalenteile des ce | Skalenteile des 
100 g Lisung Eintanchrefrakto- —— hee 5 Kintauchrefrakto- 
meters asi io! pie sia pitas meters 
19,45 43,0 4388 4458 ~ 
17,32 40,0 4275 4334 ry" 
6,643 25,0 3705 3709 On, 1 
3,267 20,0 3513 3511 19.95 
1,3158 17,0 3397 on — 
H,O (17,5) | 15,0 3320 bs 


b) Kryoskopische Messungen?. 





Gefrierpunkts- 


g in 100g Lisungsmittel erniedrigung Molekulare Erniedrigung 


1,556 0,64° 1,9° 


4,708 1,877 1,83 
14,04 5,28 1,73 


Diskussion. Die durch die relative Verkleinerung des Brechungs- 
index bei steigender Konzentration angezeigte Assoziation wird durch 
die kryoskopischen Daten bestatigt. 


4. Propionsdure. 





a) Refraktometrische Messungen. Temperatur 13,5°. 





Gefunden Berechnet 
g gelister Sub- — a a “wr a 
st | Skalenteile des : , - Skalenteile des 
100 ¢ Lésung Eintauchrefrakto- Se eres: | index Eintauchrefrakto- 
meters 2 ie ag meters 
19,936 63,0 5132 5322 68,2 
9,964 38,9 4233 4335 41,6 
4,981 i 27,5 3801 3843 28,6 
1,992 | 20,9 3547 ~ — 
H, O (t= 13,5) | 15,8 3350 _— _ 


b) Kryoskopische Befunde’. 





g in 100g Lisungsmittel — Gef. Molekulargewicht 
1,5572 | 0,407° 71,2 
2,913 0,737 73,5 
4,684 1,160 75,1 
7,154 | 1,705 78,0 
15,469 8,393 84,8 


1 Aus B. Wagner, Tabellen zum Eintauchrefraktometer (2. Auflage, 
1928) unter Umrechnung in Gewichtskonzentrationen. 
2 Nach Landolt-Bérnstein, Bd. II, S. 1443. 
3 Nach Peddle und Turner, Journ. Chem. Soc. 99, 691, 1911. 
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Diskussion. Die refraktometrischen Daten sprechen fiir eine starke 


Assoziation, was durch die kryoskopischen Befunde erhartet wird. 


5. Monochloressigsdure. 


a) Refraktometrische Messungen. 


Temperatur 13,5°. 





Gefunden 
Skalenteile des 
Eintauchrefrakto- 





g gelister Sub- 
stanz in 
100g Lésung 


Brechungsindex 
n 0 40 


meters 
9,687 43,0 4388 
4,926 29,5 3877 
2,976 24,05 3669 
1,991 21,3 3562 
0,9999 18,7 3461 
H, 0 (13,59) 15,8 3350 


Brechungsindex 


n=1,3 


4435 
3902 


Berechnet 


Skalenteile des 
Eintauchrefrakto- 
meters 


44.3 
30,1 
24,4 
21,6 


Nach Kendall! ist die Monochloressigsiure assoziiert; zu dem 
gleichen Ergebnis kommt man bei Betrachtung des Konzentrations- 


verlaufes des Brechungsindex. 


6. Malonester. 


a) Refraktometrische Messungen. Temperatur 17,8°. 





g gelister Sub- Gefunden 


stanz in 
100 g Lésung 





Skalenteile des Brechungsindex 
Pe 


Refraktometers n=1, 
6,467 105,1 6644 
5,186 104,0 6605 
3,899 102,3 6546 
2,605 101,1 6504 
1,306 99,6 6450 
Alkohol (reines) 98.0 6394 


Lésungsmittel) | 


Brechungsindex 
+> an 





n 


6671 
6616 
6561 
6505 


Berechnet 





Skalenteile des 
Refraktometers 


105,9 
104,3 
102,8 
101,2 


Nach Vorldénder und Schelling? steigt das Molekulargewicht von 
Malonester in alkoholischer Lésung in der Konzentration von 1,234 
bis 5,782 von 160 auf 177 an. Die refraktometrischen Messungen zeigen 
eine deutliche, wenn auch nicht sehr betrachtliche Assoziation an. 


1 Journ. Chem. Soc. 127, 1780, 1925. 
2 BR. 82, 1876, 1899. 
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7. Glykokoll. 


a) Refraktometrische Messungen!. Temperatur 20°. 





g geléster Sub- Gefunden } Berechnet 


Stanz in 
100g Lisung 





Skalenteile des Brechungsindex | Brechungsindex Skalenteile des 





Refraktometers 2=13 © == Refraktometers 


11,950 71,1 5429 5499 73,0 
7,701 50,5 4669 4719 51,9 
6,129 42.5 4369 4429 44,0 
4,294 34,0 4048 4091 35,1 
1,821 23,0 3628 3636 23,2 
1,215 20,3 3524 3525 20,3 
0,853 18,6 3458 _ _ 

H,O (20°) 14,5 3301 


Kryoskopische Bestimmungen an Glykokoll ergaben in Uberein- 
stimmung .nit dem refraktometrischen Befund, der fiir betrachtliche 
Assoziation spricht, ansteigendes Molekulargewicht, das den theoreti- 
schen Wert iiberschreitet (s. Frankel, |. c. 8. 384). 

AnschlieBend an die Gruppe der rein assoziierenden Substanzen 
seien jene besprochen, bei denen im untersuchten Konzentrationsgebiet 
eine urspriinglich vorhandene Dissoziation zuriickgeht ; auch in diesem 
Falle ergibt sich eine mit der Konzentrationserhéhung nicht Schritt 
haltende Zunahme in der Anzahl der brechenden Teilchen und damit 
ein Zuriickbleiben in den Werten fiir den Brechungsindex gegeniiber 
den unter der Annahme von Linearitét errechneten. Als Beispiele fiir 
solche Stoffe werden Oxalséure und Bernsteinsiure behandelt. 


1. Oxalsdure. 


a) Refraktometrische Messungen*®. Temperatur 17,5°. 





g geléster Sub- Gefunden Berechnet 


stanz in 
100g Lésung 





Skalenteile des Brechung 


sindex Brechungsindex Skalenteile des 
Refraktometers a=iZ.. : 3 


n=1,3 Refraktometer 


6.216 33,00 4010 4050 34.05 

3,955 27,00 3781 , 3806 27,70 
, 2,234 22,00 , 3590 , 3594 22,10 

1,587 20,00 3513 3515 20,05 

0,935 18,00 3435 3435 18,00 

0,618 17,00 3397 3396 17,00 

0,309 16,00 3358 — - 
H,0 (17,5°) 15,00 3320 


1 Nach Frankel, |. c. S. 387. 
2 Aus den Angaben von Wagner, umgerechnet auf Gewichtskonzen- 
tration. 
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b) Kryoskopische Befunde. 





Gefrierpunkts- 


g in 100g Lésungsmittel Molekulare Erniedrigung 





erniedrigung 
0,2396 0,0845° 3,17° 
0,398 0,1360 3,08 
0,6098 0,2070 3,06 
0.9056 0,2848 2.83 
1,958 0,5740 2,68 
3,291 0,936 2,56 


Diskussion. Der Gang des Brechungsindex mit der Konzentracion 
spricht fiir eine Assoziation; die Molekulargewichtsbestimmungen 
bestatigen dieses Ergebnis und zeigen, daB die ,,Assoziation*‘ in diesem 
Falle in einem Riickgang der Dissoziation besteht. 
2. Bernsteinsdure. 


a) Refraktometrische Messungen. Temperatur 13°. 








g gelister Sub- Gefunden Berechnet 
stone Sn Skalenteile des " Brechungsindex Brechungsindex 4) Skalenteile des 
100 g Lisung Refraktometers amiZg... n hae so & Refraktometers 
5,092 30,75 3925 4002 32,8 
2,565 23,30 3640 3680 24.3 
1,545 20,35 3526 3549 21,0 
1.031 18,9 3431 3484 19.3 
0.5165 17,35 3410 3418 17.6 
0,2584 16,68 3385 
H,O (13°) 15,85 3352 
b) Kryoskopische Befunde}. 





Gefrierpunkts- 


; : Molekulare Erniedriguag 
ernicdrigung , ne 


g in 100g Lisungsmittel 


0.1183 0,0202° 20° 
0,5911 0,0965 1,93 
2,395 0,3751 1,85 


Diskussion. Fir den Fall der Bernsteinsiure gilt dasselbe wie 
fiir den der Oxalsaure. 


1 Nach Landolt- Bérnstein, S. 1444. 
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Ill. In Lésung dissoziierende Substanzen. 
1. Glycerin. 
a) Refraktometrische Messungen!. Temperatur 17,5°. 








Gefunden Berechnet 
g in 100g Lésung Skalenteile des Brec hungsinde x Breehungsinde x Sk ale nte ile “des 
Refraktometers a=13. n=13. Refraktometers 
13,9717 60,0 5021 4917 57,3 
9,787 46,0 4500 4465 45,05 
7,9416 40,0 4275 4249 39,3 
6,3966 35,0 4086 4068 34,5 
3,247 25,0 3705 3700 24,86 
1,962 21,0 3551 3550 21,0 
1,6344 20,0 3513 3511 19,95 
1,3164 19,0 3474 th - 
Hy O 15,0 3320 


b) Kryoskopische Befunde?’. 





Gefrierpunkts- 


erniedrigung Molekulare Erniedrigung 


g in 100g Lésungsmittel 


0,9280 0,1869° 1,86° 
2,042 0,4140 1,87 
4,362 0,8927 1,88 
9,054 1,888 1,92 
13,358 2,828 1,94 


Diskussion. Der Anstieg des Brechungsindex bei Konzentrations- 
erhéhung erfolgt iiber das durch diese begriindete MaB; die Vermehrung 
der brechenden Teilchen ist auf Dissoziation zuriickzufiihren, wofiir 
die kryoskopischen Befunde den Beleg bilden. 


2. Rohrzucker. 


a) Refraktometrische Messungen®. bstam. Scaated 17,5°. 











Gefunden Berechnet 
& in 100g Lésung Skalenteile des | a " Brechungsindex Skalenteile des 
Refraktometers | a=13. n=1,3. | Refraktometers 
13,27 68,00 5316 5219 65,40 
9,71 53,00 4761 4710 51,60 
5,97 38,00 4199 4174 37,30 
3,98 30,00 3896 3890 29,85 
2,14 23,00 3628 3626 22,95 
1,079 19,00 3474 3474 19,00 
0,538 17,00 3397 ~ asoe 
H,0 (17,5 | 15,00 3320 


1 Nach Wagner, umgerechnet auf Gewichtskonzentrationen. 
2 Nach Landolt-Bérnstein, 8. 1457. 
3 Nach Wagner, unter Umrechnung auf Gewichtskonzentrationen. 
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Gefrierpunkts- 


y i w) OS smi . . 
g in 100g Lisungsmittel erniedrigung 





0,3414 0.01856 ° 
0,6878 0.0878 
3,596 0,1963 
9,718 0,5387 
14,495 0.8151 
Diskussion. Die Refraktometrie 


Molekulare Erniedrigung 


1,86° 
1,58 
1,87 
1,897 
1,924 


. . s . . . 
welst in Ubereinstimmung mit 


kryoskopischen Daten die Zunahme von selbstindigen Teilchen bei 
Konzentrationserhéhung iiber das durch diese bedingte AusmaB auf 


(Dissoziation). 


IV. Beispiele fiir Substanzen, bei denen die Assoziation proportional der 
Konzentration steigt. 


1. Anilin. 


a) Refraktometrische Messungen. 


Temperatur 18,5°. 





Gefunden 





Skalenteile des 
Eintauchrefrakto- 


g gelister Sub- 
Stanz in 


100g Lisung were? pase 


meters 
2,205 29,5 8877 
1,9845 27,95 3820 
1,3230 23,55 3648 
1,1025 22,1 3594 
. 0,5513 18,45 3453 
| H,O (18,5°) 14.8 3312 


n==13. 


Brechungsindex 


3876 
3820 
3650 
3594 


b) Kryoskopische Befunde?. 


Berechnet 


Skalenteile des 
Eintauchrefrakto- 
meters 


29,5 
27,95 
23,60 
22,1 





g Lisungsmittel mg-Mole in 


g geléster Stoff . (Wasser) 


mittel 
0,2089 10,57 21,2 
0,2719 10,57 _ 27,6 
0,5071 14,30 38,1 
0,4114 10,57 41,8 
0,6501 14,30 43,7 


1 Nach Landolt-Bérnstein, S. 1459. 
2 Peddle und Turner, Journ. Chem. Soc. 99, 691, 1911; die letzte 
Spalte wurde berechnet und den Angaben der Autoren zugefiigt. 





100 cem Lésungs- 


Gefundenes 
Molekulargewicht 


100,2 
192,5 
104,2 
107,4 
107,7 


Unter Annahme 
einer proportional 
der Konzentration 

erfolgenden 

Assoziation be- 

rechnet 


102,4 
105.9 
107,2 
107,8 


Diskussion. Die refraktometrischen Daten zeigen einen der Kon- 
zentration proportionalen Anstieg der Werte des Brechungsindex. Die 
Extrapolation auf die Konzentration Null ergibt eine Abweichung 
von der gefundenen n-Zahl fiir Wasser bei der Untersuchungstemperatur. 
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Die kryoskopischen Zahlen zeigen schon in der kleinsten Kon- 
zentration eine Assoziation an (100,2 gegeniiber dem theoretischen 
Wert von 93). Die letzte Spalte zeigt, daB das gefundene Mol-Gewicht 
mit zunehmender Konzentration steigt, und zwar mit ziemlicher An- 
naherung proportional der Konzentration. Der eine, etwas heraus- 
fallende Wert kann eine der unvermeidlichen Streuungen sein. 

Es ergibt sich also, daB in der Lésung von Anilin in Wasser eine 
mit der Konzentration proportional verlaufende Assoziation des ge- 
lésten Stoffes erfolgt. 

2. Phenol. 


a) Refraktometrische Messungen'. Temperatur 17,5°. 





Gefunden Berechnet 


g gelisten Stoffes — 


in 100g Liésung Skalenteile des Brechungsindex Brechungsindex Skalenteile des 


Refraktometers n - ta awiZ... Refraktometers 

4,997 42.0 4350 4375 42,65 
3,9167 36,0 4124 4147 36.6 
2,994 31,0 3934 3952 31,5 
2.440 28,0 3820 3835 28,4 
1,8882 25,0 3705 3719 25,37 
1,327 22.0 3590 3600 22,26 
0,9479 20.0 3513 3520 29,20 
0,7586 19,0 3474 3480 19,2 
0.379 17.0 3397 3400 17.1 
0/180 16.0 3358 

H,O (17,5°) 15.0 3320 


b) Kryoskopische Befunde?. Menge des Lésungsmittels: 9,09 g 





Unter Annahme einer 
ra mg-Mole in Gefundenes proportional der 
reliste Substanz - : . : 
& geliste Substanz 100 cem Wasser Molekulargewicht Konzentration erfolgenden 
Assoziation berechnet 


0,1014 11,8 96,5 
0,3159 37,0 103,1 
0,4292 50,2 106,2 106,5 
0,4687 54,8 106.9 107,7 


Diskussion. Die Anstiege im Brechungsindex erfolgen mit geringen 
Abweichungen von der Linearitét, wenn man das grobe, durch die 
Tabelle wiedergegebene Konzentrationsgebiet beriicksichtigt. 

Die kryoskopischen Befunde entsprechen dem optischen Befund. 
Die hier aufgetretenen Abweichungen kénnen leicht durch Versuchs- 
fehler verursacht sein. 

Prinzipiell gilt das bei Anilin Gesagte. 


1 Nach Wagner, umgerechnet in Gewichtskonzentration. 
2 Unter Verwendung der Zahlen von Peddle und Turner, |. c. 
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Uber die Gewebsreaktion und Pufferung bei lokaler Aniimie. 


Von 
N. Okuneff. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie an der Militar-Medizinischen 
Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 18. August 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Arbeit stellt eine Fortsetzung der von mir in dieser 
Zeitschrift vor kurzem ver6ffentlichten Untersuchungen iiber die Wasser- 
stoffionenkonzentration und Pufferung der Gewebe und der subkutanen 
Lymphe bei lokaler venéser Hyperimie dar!. Die dabei erhaltenen 
Resultate, vor allem der gefundene deutliche Unterschied zwischen 
normalen und abnormen Bedingungen des Blutkreislaufs, veranlaBten 
mich, ahnliche Untersuchungen auch iiber die lokale Anaimie vor- 
zunehmen. Die betreffende Frage ist trotz ihrem bedeutenden Interesse 
bis jetzt fast gar nicht erforscht worden. 

Rous* fand, daB bei Méausen, die intraperitoneale Injektion von 
Phenolrot erhielten, die Haut an den Stellen einer Epinephrininjektion statt 
roter eine gelbliche Farbe zeigt. Dasselbe beobachtete er in Versuchen mit 
Animie infolge Blutverlust. Seiner Meinung nach handelt es sich hier um 
lokale Azidose, verursacht durch Animie. In einer anderen Reihe von 
Versuchen*® fand er, daB bei solchen Mausen implantierte Hautstiicke 
ebenfalls eine gelbliche Farbe zeigen, solange die normale Zirkulation sich 
noch nicht hergestellt hat. Die Werte von py wurden um 0,6 niedriger als in 
der Norm gefunden.  ,,Schwache“ oder geschiidigte (Hitze, Erfrieren) 
Implantate bleiben ebenso alkalisch wie die Umgebung. Nach Rows handelt 
es sich auch hier um lokale, durch Aniimie bedingte Azidose. In geschiadigten 
Implantaten bleibt die Azidose aus infolge einer vermehrten Permeabilitat, 
die zu einer allgemeinen Uberschwemmung mit alkalischer Lymphe fiihrt. 


Eigene Untersuchungen. 

; Material und Methodik. 
Zur Erzeugung einer lokalen Aniimie wurde bei den Fréschen die 
arter. iliaca an der einen Seite extraperitoneal an der Abgangsstelle von der 


1 N. Okuneff, diese Zeitschr. 220, 164, 1930. 
2 Peyton Rous u. D. Drury, Journ. of Amer. Med. Assoc. 85, 33, 1925. 
3 Peyton Rous, Journ. of experim. Med. 44, 815, 1926. 
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Aorta abdom. unterbunden. Diese Operation kann an uncuraresierten 
Fréschen leicht ausgefiihrt werden und wird, falls die Operationswunde 
nicht zu groB ist und ihre Rander sorgfailtig zugeniht sind, gut ertragen. 
Nach bestimmten Zeitperioden (1 Stunde, 114, 2, 3, 4, 6, 24 und 48 Stunden) 
wurden kleine Gewebsstiickchen aus dem Unterschenkel (im Gebiet des 
m. gastrocnemius) der anjfmisierten Extremitat ausgeschnitten und in ihnen 
das py und die Pufferung gemessen. Ebenso groBe aus der normalen Extremi- 
tat an der entsprechenden Stelle ausgeschnittene Gewebsstiickchen dienten 
zur Kontrolle. Die Stiickchen bestanden fast ausschlieBlich aus Muskel- 
gewebe. Das py wurde auf elektrometrischem Wege mit Hilfe meiner Mikro- 
chinhydronelektrode! bestimmt, die Pufferung der Salzsiure gegeniiber 
gemessen. Auf die ausfiihrlichere Besprechung der Methodik dieser Be- 
stimmungen méchte ich an dieser Stelle verzichten, da die entsprechenden 
Angaben von mir schon a. a. O. angefiihrt wurden. 

In Versuchen mit langdauernder Aniimie ging dieselbe gewéhnlich in 
typische Nekrose iiber (Versuche Nr. 14, 15, 19 und 20); auBerdem wurden 
Faille beobachtet, in welchen es zur allmaihlichen Wiederherstellung des 
normalen Blutkreislaufs in der Extremitaét kam (Versuche Nr. 13, 16, 17 und 
18). Im ganzen wurden von mir 20 Versuche angestellt. 


1. Uber die Gewebsreaktion bei lokaler Animie. 


Wie die Zahlen der Tabelle I und die Kurven der Abb. 1 zeigen, 
treten deutliche Anderungen der Gewebsreaktion bereits 1 Stunde nach 
der GefaBunterbindung ein. Es kommt namlich zu einer deutlichen 
animischen Azidose, indem in spaterer Zeit (3 Stunden nach der Gefab- 
unterbindung, s. Versuch 9) die pa-Werte sich von den normalen um 
0,2 bis 0,3 unterscheiden kénnen. Diese Azidose bleibt wahrend des 
ganzen ersten bzw. zweiten Tages nach GefaiBunterbindung bestehen 


40 







Abb. 1. 


Fiir die beiden oberen Kurven sind auf 
der Abszisse die hinzugefiigten Mengen 
von HCl in Millimol pro 1 kg aufge- 
tragen, auf der Ordinate die entsprechend 
erhaltenen Werte fiir py. Fiir die beiden 
unteren Kurven sind auf der Abszisse 
die verschiedenen py-Werte aufgetragen, 
auf der Ordinate die entsprechen- 
den Pufferungskrifte (berechnet nach 
van Slyke). Die ausgezogenen Kurven be- 
deuten in beiden Fallen normale Ver- 
hialtnisse, die punktierten Kurven ein- 
stiindige Animie einer Froschextremitit. 
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1 N. Okuneff, diese Zeitschr. 210, 1, 1929. 
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Gewebsreaktion und Pufferung bei lokaler Anamie. 


Tabelle I. 











Versuch 
Nr. 


1 


6 


~ 


11 


12 


13 


14 


16 


17 


18 


19 


20 


Dauer der Animie 


30 Min. 
40 Min. 
1 Std. 
11/, Std. 
2 Std. 
2 Std. 
3 Std. 
3 Std. 
3 Std. 
4 Std. 
6 Std. 
6 Std. 
24 Std. 


24 Std. 


| 24 Std. 


48 Std. 


48 Std. 


Normal 
Anamie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Anaimie 
Normal 
Aniamie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Aniaimie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Animie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Animie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Anamie 
Normal 
Anaimie 
Normal 
Anamie 


Pu-Werte 
ohne Siaure||-—— 


6,72 
6,78 
6,89 
6,90 
6,97 
6,70 
6,94 
6,84 
6,70 
6,54 
6,91 
6,80 
7,07 
6,78 
6,78 
6,61 
7,08 
6,71 
7,00 
6,87 
6,90 
6,80 
6,85 
6,70 
6,94 
6,81 
6,70 
6,68 
6,85 
6,64 
6,86 
6,86 
6,97 
6,94 


6,44 
6,36 
6,75 
6,92 
6,80 
7,00 


10 


6,43 
6,42 
6,41 
6,39 
6,19 
6,30 
6,66 
6,75 
6,10 
6,29 
6,20 
6,40 
6,00 
6,50 
6,55 
6,52 
6,68 
6,58 
6,58 
6,52 
6,60 
6,75 
6,40 
6,55 
6,87 
6,70 
6,40 
6,30 
5,40 
5,60 
6,47 
6,41 
6,60 
6,30 
6,16 
6,33 
6,35 
6,50 
6,50 
6,75 


20 
6,08 
6,07 
6,22 
6,22 
5,40 
5,75 
6,26 
6,55 
5,43 
5,81 
5,63 
5,35 
5,32 
5,50 
6,32 
5,54 
6,50 
6,29 
6,06 
6,32 
6,10 
5,75 
5,80 
6,20 
6,61 
6,39 
6,00 
6,15 
4,85 
4,55 
6,09 
6,34 
5,70 
5,60 
5,74 
5,81 
6,10 
6,20 
6,00 
6,25 


Pu-Werte nach Hinzufiigen von 


30 
5,85 
5,80 
6,01 
5,95 
4,84 
4,54 
5,67 
5,45 
4.80 
4.60 
4,89 
4,65 
4,90 
4,50 
6,06 
4,87 
6,03 
5,84 
4,80 
4,64 
5,15 
4,85 
5,05 
4,80 
6,52 
5,90 
5,40 
5,25 
4,25 
4,00 
5,80 
6,15 
5,65 
5,40 
5,64 
5,45 
5,50 
5,60 
5,75 


40 
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(vgl. Abb. 2 und 3), ist aber in spaterer Zeit (24 und 48 Stunden nach 
der GefaBunterbindung) schwiacher ausgesprochen als in den ersten 
Stunden (vgl. Abb. 3 mit Abb. 1 und 2). Es ist interessant, daB das 
allmahliche Verschwinden der Azidose nicht nur in den Fallen beob- 
achtet wurde, in welchen es schlieBlich zu einer Wiederherstellung 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Die beiden ausgezogenen Kurven zeigen Ver- Die beiden ausgezogenen Kurven zeigen Ver- 
haltnisse fiir das Gewebe des Froschbeins unter haltnisse fiir das Gewebe des Froschbeins unter 
normalen Bedingungen, die beiden punktierten normalen Bedingungen, die beiden punktierten 
Kurven Verhiltnisse nach 6 Std. Animie. Die Kurven Verhialtnisse nach 24 Std. Andmie. Die 
Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordi- Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordi- 
nate s. Abb. 1. nate s. Abb. 1. 


des normalen Blutkreislaufs kam (Versuche 13, 16, 17 und 18), sondern 
auch in denjenigen, wo der Ausgang der Anaimie eine Nekrose der 
ganzen Extremitat war (Versuche 14, 15, 19 und 20). In diesem letzten 
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Falle fand ich in zwei Versuchen sogar eine Verschiebung der Reaktion 
zur alkalischen Seite (vgl. Versuche 19 und 20, s. Abb. 4). Die von mir 
beobachtete animische Azidose der Froschextremitét ist dermaBen 
stark, daB sie auch auf kolorimetrischem Wege sehr leicht nachgewiesen 
werden kann: injiziert man naimlich einem Frosch 1!. bis 2 Stunden 
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vor der GefaiBunterbindung subkutan |. bis 1 cem Phenolrotlésung 
(nach Rous’ Vorschriften), so findet man 3 bis 4 Stunden nach der 
GefaBunterbindung das andmisierte Bein gelblichrot bis braun, die 
Kontrollextremitat dagegen rein rot gefarbt. 


2. Uber die Gewebspufferung bei lokaler Animie. 


Die Zahlen der Tabelle I sowie die Kurven auf den Abb. 1 bis 3 
zeigen, daB die Anamie eine deutliche Anderung der Pufferung des 
Gewebes nach sich zieht. Es wurde naimlich von mir beobachtet, 
daB die ersten Portionen der hinzugefiigten Saure die Gewebs- 
reaktion bei der Andimie weniger verschieben, als unter normalen 
Bedingungen. Bei weiterem Hinzufiigen von Saure andern sich aber 
die Verhaltnisse, und die Pufferung des ischiamischen Gewebes erscheint 
schwacher als die des normalen; gleiche Mengen der hinzugefiigten 
Saure verschieben die Reaktion starker als in der Norm. Diese wechseln- 
den Anderungen der Gewebspufferung kénnen dadurch erklart werden, 
daB bei der Anamie die Pufferungskraft des Gewebes in verschiedenen 
Gebieten von py eine verschiedene ist. Und daB dies wirklich der Fall 
ist, zeigen die Ziffern der Tabelle Il, wo nach van Slyke berechnete 





Tabelle II. 
Versuch rs __Pufferungskraft fiir verschiedene Gebiete von Dy 
Nr. 6,75—6,50 6,50—6.00 6,00—5.50 5,50—5.00 /5,00—4,.50 4,50—4,00 
3 Normal 6 13 13 15 18 18 
1 Std. Anamie 11 20 13 9 +] 18 
4 Normal 15 20 18 16 - 
1'/, Std. Anamie 27 12 6 15 
5 Normal — 13 16 17 18 17 
2Std. Anidmie — 27 12 7 9 15 
6 Normal 6 15 13 14 14 12 
2Std. Anaimie 15 14 9 13 15 13 
| Normal -- 9 14 15 21 20 
3Std. Animie — 20 10 9 11 14 
10 Normal 10 15 10 8 8 10 
4Std. Anamie 15 24 6 4 7 12 
11 Normal 11 20 12 13 _ -- 
6 Std. Aniamie 5 y 11 13 - 
12 Normal 11 12,5 15 12 14 14 
6Std. Anamie 20 20 7 6 10 14 
14° Normal 15 23 15 17 20 14 
24Std. Anadmie 8 18 10 10 17 
15 Normal 3 7 9 13 18 18 
24Std. Animie 5 11 i) 7 11 1S 
16 Normal 15 23 27 — _— 
48 Std. Anamie 19 35 17 -- - 
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Werte der ,,Pufferungskraft“ fiir verschiedene Gebiete von px an- 
gefiihrt sind. Wir sehen aus den Ziffern der Tabelle LI und den Kurven 
der Abb. 1 bis 3 (untere Kurven), daB wir bei der Anamie zwei 
Pufferungsmaxima und ein Pufferungsminimum beobachten. Die 
Maxima entsprechen ungefihr dem Gebiet von pa = 6,5 und 4,0, 
das Minimum ungefahr py = 5,0. In der Norm haben wir in der Mehr- 
zahl der Falle nur ein Maximum, welches ungefaihr im Gebiet von 
pu = 4,75 liegt (vgl. dazu meine friiheren Beobachtungen, |. c. S. 170). 
Die Mehrzahl der Pufferungsmaxima weist bekanntlich auf Anwesenheit 
mehrerer Puffersubstanzen oder eines Puffers mit mehreren Disso- 
ziationskonstanten hin. 
Zusammenfassung. 

Die von mir in oben beschriebenen Versuchen erhaltenen Resultate 
zeigen, daB eine durch Unterbindung der erndhrenden Arterie verursachte 
Andmie zur deutlichen lokalen Azidose fiihrt. Dadurch wird auch die 
Annahme von Rous (l.c.) bestatigt, daB die Azidose, welche in der 
Haut bei Implantation und Epinephrininjektion beobachtet wird, in- 
folge einer lokalen Anamie entstehe. 

Wodurch die anamische Azidose verursacht wird, ist heutzutage 
schwer zu sagen, insofern unsere Kenntnisse der Anderungen des 
Gewebsstoffwechsels infolge der Animie recht ungeniigend sind. Nach 
Rous liegt die Ursache der ischamischen Azidose in értlicher Anhaufung 
von Kohlensaure. Diese Ansicht jedoch ist etwas schwer mit der von 
mir gefundenen Erhéhung der Gewebspufferung bei der Anamie ver- 
einbar. Eine andere Erklarung erméglichen die letzten Unter- 
suchungen von Krontowski! und Magath®. Nach diesen Forschern 
kommt es in Geweben bei unzureichender Versorgung mit Sauerstoff, 
also auch in Fallen von Anaémie zu einer anaeroben Glykolyse mit 
Bildung gréBerer Mengen von Milchsaure. Mdéglicherweise spielt auch 
in der Genese der von mir beobachteten Azidose im ischimischen 
Gewebe des Froschbeines (Muskelgewebe!) die értliche Anhaufung von 
Milchséure eine gewisse Rolle. Erhéhte Pufferwirkung der Gewebe 
bei der Anadmie erhalt dadurch ebenfalls eine gewisse Erklarung, da 
bekanntlich die Milchsaure als eine schwache Saéure eine gewisse Puffer- 
wirkung besitzen kann. Ubrigens sei bemerkt, daB fiir die Anderungen 
der Gewebspufferung bei der Anaimie, besonders fiir das Auftreten 
mehrerer Pufferungsmaxima in verschiedenen py-Gebieten, zurzeit noch 
keine geniigende Erklarung gegeben werden kann. Jedenfalls weisen 
meine Befunde darauf hin, daB in der Genese andmischer Azidose méglicher- 
weise nicht eine, sondern mehrere Substanzen beteiligt sind. 


1 A. Krontowski, Verhandl. d. IV. allruss. Zoologenkongresses, Kiew 


1930. 
2 M. Magath, Verhandl. d. IT. allruss. Pathologenkongresses, Baku 1930. 
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Ferner erscheint mir der Umstand von Interesse, daB beide Aus- 
ginge der lokalen Animie -—- die Wiederherstellung des normalen 
Blutkreislaufs und die Nekrose — durch Verschwinden der Azidose 
und Eintreten in manchen Fallen sogar einer alkalischen Reaktion 
gekennzeichnet sind. Natiirlich ist der Mechanismus der Reaktions- 
ainderung in beiden Fallen ein ganz verschiedener. Im ersten Falle 
handelt es sich wahrscheinlich um Einsetzen der normalen Sauerstoff- 
atmung und Entfernung bzw. Oxydation der angehauften sauren 
Produkte. Im zweiten Falle, beim Ausgang der Animie in Nekrose, 
wird die Verschiebung der Reaktion zur alkalischen Seite wahrscheinlich 
zum Teil durch bakterielle Prozesse verursacht. Andererseits aber 
kann dabei auch eine Imbibition des nekrotischen Gewebes mit alkalisch 
reagierenden Stoffen aus der umgebenden Flissigkeit (in meinen Ver- 
suchen alkalisch reagierendes Brunnenwasser), ahnlich wie in den oben 
angefiihrten Versuchen von Rous, stattfinden. 
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Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu6 der enteralen 
Zufuhr von Hefe-Biokatalysatoren auf den Ablauf der 
chemischen Prozesse in Muskel und Leber beim Training. 


Von 
J. A. Collazo, G. Liss und C. Pi-Suner Bayo. 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 20. August 1930.) 


In einer friiheren Arbeit haben Bickel und Collazo gezeigt!, dab 
es durch die enterale Zufuhr eines Hefekonzentrationsproduktes, welches 
aus dem Autolysat obergériger Hefe gewonnen worden war, mdéglich 
ist, den Glykogengehalt in Leber und Muskel bei Kaninchen im Vergleich 
zu Kontrolltieren ohne diese Hefegaben in wenigen Stunden stark zu 
steigern, besonders wenn man gleichzeitig Traubenzucker zufiihrt. 
Die Kontrolltiere ohne Hefegabe erhielten in diesem letzteren Falle 
natiirlich ebenfalls Traubenzucker in gleicher Menge. Diese Arbeit 
war eine Fortsetzung der Untersuchungen von Bickel und Nigmann?, 
aus denen sich ein maBiger glykogenisierender EinfluB bei Hunger- 
kaninchen nach der Verfiitterung eines bei niederer Temperatur be- 
reiteten Trockenhefepulvers ergab. 

In der Arbeit von Bickel und Collazo ist bereits gesagt worden, 
daB wegen seiner glykogenisierenden Kraft in Leber und Muskel die 
enterale Zufuhr eines Hefekonzentrationsproduktes, das die Hefe- 
biokatalysatoren in wirksamer Form enthalt, die Muskelleistung des 
K6rpers begiinstigen kénnte, sei es durch verstarkte Glykogenanhaufung 
aus Nahrmaterial, sei es durch Glykogenisierung der bei der Muskel- 
bewegung entstehenden Milchsaéure, was gleichzeitig die Fortraumung 
eines Ermiidungsfaktors bedeutete. 

Aus allen diesen Beobachtungen lieBen sich unter anderen folgende 
Fragestellungen herleiten, die einer experimentellen Priifung zuganglich 
waren: 


1 Diese Zeitschrift 221, 295, 1930. 
2 Ebendaselbst 210, 443, 1930. 
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1. Wie verhalt sich ceteris paribus der Glykogengehalt von Leber 
und Muskeln: 

a) bei Tieren im Training ohne Zufuhr von Hefebiokatalysatoren, 

b) bei Tieren im Training mit enteraler Zufuhr von Hefebio- 

katalysatoren, 

c) bei ruhenden Tieren ohne Zufuhr von Hefebiokatalysatoren? 

2. Wie verhalt sich bei den Gruppen a), b), ¢) die Trockensubstanz 
von Leber und Muskel? 

3. Wie ist bei den Gruppen a), b), c) der Milchsiuregehalt von 
Leber und Muskel, und wie verhalt sich die Milchsiurespaltung ? 

4. Wie ist bei den Gruppen a), b), c) der Phosphorsiuregehalt 
in Muskel und Leber, und wie verhalt sich die Phosphatspaltung 
(Lactacidogenbildung) darin? 

5. Wie ist der Glutathiongehalt von Leber und Muskel bei den 
drei Gruppen? 

Versuchsanordnung. 

Wir hatten drei Gruppen von je zehn Ratten verschiedenen Geschlechts. 
Von diesen Gruppen muBten zwei, nimlich die Gruppe I und II, zuniichst 
taglich 15 Minuten und dann immer zehn Minuten linger bis schlieBlich 
tiglich 90 Minuten laufen, was etwa 1 km Weg entsprach. Die Gruppe III 
wurde dauernd bei weitgehendster Kérperruhe gehalten. 


Die Zusammensetzung der Nahrung war fiir zehn Tiere folgende: 


Gemahlene Maiskérner. . .. . 30 g 
Gemahlene Weizenkérner. . . . 30 ¢g 
Traubenzucker. . .... etwa 1l-—2g 
a ee ee ee ee 20 g 
a ee ee 150 g 
er eee eae car er 150 g 


Die Nahrung wurde nicht gekocht, sondern mit Milch und Wasser nur in 
Breiform gebracht. Sie war also geniigend vitaminhaltig. Traubenzucker 
wurde gegeben, damit Rohmaterial fiir die Glykogenbildung reichlich zur 
Verfiigung stand. Das ist natiirlich eine wichtige Voraussetzung fiir solche 
Versuche, weil unter dieser Bedingung die Hefebiokatalysatoren sich am 
leichtesten auswirken kénnen, und weil, wenn Traubenzucker aus der 
Nahrung reichlich zur Verfiigung steht, er nicht erst aus anderem Material im 
Kérper bereitet zu werden braucht. Die Tiere wurden iibrigens wéchentlich 
gewogen und nahmen langsam an Gewicht zu. 

Die Ratten, die etwa 100g im Durchschnitt wogen, erhielten also etwa 
0,1 bis 0,2 g Dextrose pro 100 g Kérpergewicht. Auf einen Menschen 
von 70kg umgerechnet, wiirde das eine Dextrosezufuhr von 70 bis 140g be- 
deuteh, also iiberreichlich sein. 

Die Tiere der Gruppe I und III erhielten auBer der Nahrung das Hefe- 
konzentrationsprodukt, das Bickel und Collazo' bei ihren Versuchen ver- 
wandt hatten. Und zwar bekamen diese Tiere taglich in besonderem Gefal 


1 lie. 
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pro Kopf die gleiche Menge davon, namlich zwei Pillen, die vorher in etwas 
Wasser gelést waren, sofort nach dem Laufen. Es wurde gewartet, bis 
diese Hefesubstanzmenge quantitativ von den Tieren verzehrt war. Jedes 
Tier saB dabei in einem Sonderkéafig wihrend der Hefefiitterung. Nach der 
Hefefiitterung wurden die Tiere jeder Gruppe in einen Gemeinschaftskafig 
gebracht. Von ihrem Futtergemisch, das jede Gruppe gemeinsam, und zwar 
meistens am spiten Nachmittag bekam, konnten alle Tiere nach Belieben 
fressen. 

Nachdem die Gruppen I, II und III vier Wochen im Versuch waren, 
wurden die Tiere nacheinander in den darauffolgenden Wochen durch 
Carotidenschlag schnell getétet und analysiert.. Es wurde zunichst immer 
von der Gruppe I und II je ein Tier méglichst gleichen Gewichts und Ge 
schlechts pro Tag zur gleichen Zeit getétet. Zwischendurch und am SchluBb 
wurden die Tiere der Gruppe LIT zum Zweck der Analysen getétet. 

Leber- und Muskelproben wurden zur Analyse so rasch als méglich 
entnommen und auf eine eisgekiihlte Glasplatte gelegt ; an der Torsionswaage 
wurden dann die Substanzen abgewogen und zu den Analysen benutzt. 

Analysiert wurde das Glykogen nach der Methode von Piliiger in 
Mikrobestimmung. Der Zucker wurde dabei nach Bertrand bestimmt. 
Die Milchsaéure wurde bei jeder Gewebsprobe sofort und nach zweistiindigem 
Verweilen im Brutschrank bei 40° C nach der Methode von Firth und 
Charnass bestimmt. Der entstandene Acetaldehyd wurde in Kaliummeta- 
bisulfitlésung aufgefangen und mit n/100 Jodlésung titriert. 

Der Phosphor wurde in jeder Gewebsprobe ebenfalls sofort nach dem 
Tode des Tieres wie auch nach zweistiindiger Verweildauer des Gewebes im 
Brutschrank bei 40° C bestimmt. Die Bestimmung erfolgte nach der Methode 
von Embden. Dabei wurde das ausgefallte Phosphor-Strychnin-Molybdat 
alkalimetrisch nach Myrbdck und Roche titriert. 

Das Glutathion wurde nach der Extraktion mit Trichloressigsiure mit 
n/200 Jodlésung gegen Stirke als Indikator nach der Methode von 
Tunnicliffe bestimmt. 

Durch die am gleichen Gewebe unmittelbar nach dessen Entnahme aus 
dem Ko6rper wie zwei Stunden spaiter vorgenommene Milchséurebestimmung 
sollte ermittelt werden die praformierte und die im Verlauf von zwei Stunden 
neu hinzugebildete Milchsaéure, namlich die Spaltungsmilchsaure. 


Durch die doppelte Phosphorbestimmung sollte der praformierte 


sdiurelésliche Phosphor, d. h. der anorganisch gebundene Phosphor, festgestellt 
werden und dann der sich im Verlauf von zwei Stunden neu hinzubildende 
anorganisch gebundene Phosphor. Die Differenz zeigt an, wieviel Lacta- 
cidogen in diesen zwei Stunden — in Wirklichkeit ist bekanntlich der 
ProzeB schon in etwa 20 bis 30 Minuten beendet — im Brutschrank ge- 
spalten wurde. Diese Differenz ist also der Wert fiir den urspriinglichen 
Lactacidogengehalt des untersuchten Gewebes. 

Wir betrachten zunachst die Gruppen I und II, also die Tiere, 
die taglich wochenlang kérperlich bewegt worden waren, und die zum 
Teil als Zulage zur Nahrung vor dem Laufen das Hefekonzentrations- 
produkt erhalten hatten. 

Die Trockensubstanz ist bei den Hefetieren in Leber und Muske! 
ein wenig erhéht im Vergleich zu den Kontrolltieren. Der Glykogen- 
gehalt in Leber und Muskel ist bei den Hefetieren betrachtlich ge- 
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steigert, und zwar um etwa 100°, oder mehr. Besonders deutlich 
sieht man das bei der Berechnung des Glykogengehalts auf die Trocken- 
substanz. Die Werte fiir die priformierte Milchséure und die Spaltungs- 
milchséure sind bei den Hefetieren in der Leber gréBer als bei den 
Kontrolltieren, dagegen in der Muskulatur bei den Hefetieren geringer 
als bei den Kontrolltieren. 

Wahrend also der Glykogengehalt von Leber und Muskel bei den 
Hefetieren erhéht ist, besitzt die Leber der Hefetiere mehr Milchsaure, 
der Muskel der Hefetiere aber weniger Milchsaure als die entsprechenden 
Organe der Kontrolltiere. Das besagt, daB durch die Hefegabe saimtliche 
Glykogendepots starker aufgefiillt, also Brennmaterial iiberall vermehrt 
abgelagert wurde, daB aber an dem Ort des Verbrauchs, nimlich im 
Muskel, fiir die Fortraumung des Spaltungsproduktes (Milchsaure) 
in gesteigertem Mae gesorgt wurde, sei es, daB die Muskelmilchsadure 
in verstarktem MaBe zur Leber geschafft wurde, woraus der erhéhte 
Milchséuregehalt dieses Organs bei den Hefetieren erklart werden 
kénnte, sei es, daB im Muskel selbst eine Erleichterung der Riick- 
verwandlung von Milchsaure in Lactacidogen bzw. in Glykogen unter 
der Hefewirkung stattgefunden hatte. 

Umgekehrt wie der Milchséiuregehalt verhalt sich aber nun der 
Phosphorgehalt: die Leber der Hefetiere enthalt weniger Phosphor, 
der Muskel aber mehr Phosphor als die entsprechenden Organe der 
Kontrolitiere, wahrend andererseits der Lactacidogengehalt von Leber 
und Muskel der Hefetiere geringer ist als derjenige von Leber und Muskel 
der Kontrolltiere. 

Das kann man vielleicht so deuten, daB im Muskel der Hefe- 
tiere besonders viel Phosphor zur Lactacidogenbildung bereit steht, 
daB aber im Muskel wie in der Leber der Hefetiere die Zwischenstufe 
des Lactacidogens bei der Restitution des Glykogens rascher iiber- 
wunden wird als bei den Kontrolltieren. Denn faktisch ist ja bei den 
Hefetieren der Glykogengehalt in Leber und Muskel erhéht. 


Eine einfache Uberlegung ergibt, da8 fiir die motorische Leistung 
die giinstigsten Bedingungen folgende sind: groBe Trockensubstanz- 
mengen, viel bereitstehendes Brennmaterial, rasche Regeneration des 
abgenutzten Brennmaterials. 


Diese Anforderungen werden am besten erfiillt, wenn die Glykogen- 
kammern in Muskel und Leber gleichmaBig gut gefiillt gehalten werden, 
der Glykogengehalt von Leber und Muskel also méglichst hoch ist, 
wenn im Muskel beim Glykogenverbrauch méglichst wenig Milch- 
siure verbleibt, diese entweder schnellstens zur Leber geschafft oder 
im Muskel rasch zu Glykogen wieder aufgebaut wird, wenn zu 
diesem Zwecke, nimlich zur Lactacidogenbildung, méglichst viel 
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Phosphor bereit steht, aber das Lactacidogen so rasch wie méglich in 
Glykogen tibergefiihrt wird. 

In der Tat zeigten unsere Versuche, dab diese Forderungen am 
besten bei den Hefetieren erfiillt waren. 

Glykogenreichtum, Milchsdurearmut, Phosphorreichtum, Lacta- 
cidogenarmut zeichneten den Muskel der Hefetiere vor dem Muskel 
der Kontrolltiere aus. 

Man sieht, die optimalen Bedingungen fiir die Muskelleistung 
sind bei den Hefetieren im Muskel gegeben: groBbe Reservestoffmengen 
(Glykogen und Phosphor) und kleine Mengen umgesetzten Materials. 

Die Verminderung des Glutathiongehalts in der Muskulatur der 
Hefetiere, wihrend das Glutathion in der Leber der Hefetiere vermehrt 
ist — alles im Vergleich zu’ den Kontrolltieren —, bleibt vorlaufig 
ungeklart. 

Indessen ist vorderhand die ganze theoretische Ausdeutung unserer 
Versuche lediglich von sekundérem Interesse; wir wollen nur die 
Tatsache im Auge behalten, daB bei Zufuhr von Hefebiokatalysatoren 
der Chemismus von Leber und Muskel ein anderer beim Training 
ist, als ohne diese Hefegaben. 

Betrachten wir nun das Verhalten der Gruppe Ill, der Ruhe- 
ratten, die keine Hefezulage zu der Nahrung erhalten hatten. Sie 
miissen verglichen werden mit den Laufratten ohne Hefegabe (Gruppe 1). 

Trockensubstanz und Glykogengehalt von Leber und Muskel sind 
bei den Ruheratten deutlich héher als bei den Laufratten, was nicht 
ausschlieBt, daB beim isolierten Training einzelner Muskelgruppen 
sich in diesen der Glykogengehalt vermehrt, wie Embden nachgewiesen 
hat. Milchséure und Spaltungsmilchsaure in der Leber beider Gruppen 
sind von ahnlicher GréBe, im Muskel aber bei den Ruheratten deutlich 
geringer. Das gilt auch fiir das Lactacidogen in Leber und Muskel, 
wahrend der Gesamtphosphor in der Muskulatur der beiden Gruppen 
fast identisch, in der Leber aber merkwiirdigerweise bei den Lauf- 
ratten ein wenig héher ist. Es fiigen sich also die Beobachtungen an 
den Ruheratten zwanglos in die Ergebnisse der tibrigen Versuche ein. 








Bestimmung der Phosphatid-P,0, fiir kleine Mengen Serum 
unter Benutzung der gravimetrischen Strychnin- 
Molybdian-Methode. 


Von 
Kate Koch. 
(Aus der medizinischen Abteilung des Stadtkrankenhauses I., Hannover.) 


(Eingegangen am 27. August 1930.) 


Die Schwierigkeiten, die die Bestimmung der Phosphatide macht, 
sind allgemein bekannt. Man hat sich heute im groBen ganzen dahin 
geeinigt, die Lipoid-P,O; zu bestimmen und aus dieser gravimetrisch, 
titrimetrisch oder nephelometrisch bestimmten P,O,; die Phosphatide 
zu berechnen. Fir diese P,O;-Bestimmungen erwies sich mir auf 
Grund zahlreicher Versuche bei groBer Genauigkeit am einfachsten 
die Strychnin-Molybdanmethode, wie sie von Embden (1) in dem Bereich 
von | bis 4mg P,O; ausgearbeitet worden ist. Diese Bestimmung 
erfordert bei Serienanalysen von Lecithin-Phosphor im klinischen 
Betrieb jedoch noch zu groBe Blutmengen, so daB ich es fiir erforderlich 
hielt, die Methode fiir noch kleinere Mengen auszuarbeiten. Es ergab 
sich dabei, daB mit kleinen Abanderungen noch eine absolute Ge- 
nauigkeit bei einer Lésung mit einem Gehalt von 0,18 mg P,O; zu 
erzielen ist. Der Bestimmung noch kleinerer Mengen setzt die analytische 
Waage die Grenze. 

Es wurden zu diesen Versuchen Lésungen von Dinatriumphosphat, 
die 3,6 mg, 1,8 mg, 0,72 mg, 0,36 mg, 0,18 mg P,O, enthielten, verwandt. 

Zum besseren Verstaéndnis sei hier die Mikromethode von Embden 
kurz wiedergegeben : 

Die zu analysierende Lésung wird neutralisiert, auf ein Volumen von 
60 cem gebracht und mit 20 cem des folgenden Reagenzgemisches versetzt : 
Ein Volumenteil Molybdatlésung (50 g Ammonmolybdat in 150 ccm 
Wasser gelést) wird mittels Pipette genau abgemessen und unter Um- 
schiitteln in drei Teile Salpetersaéure eingelassen, die man durch Verdiinnung 
von zwei Teilen Salpeterséure (spezifisches Gewicht 1,4) mit einem Teil 
Wasser hergestellt hat. Zu drei Volumenteilen dieser Lésung I wird un- 
mittelbar vor der Fallung ein Volumenteil der Lésung IT (15 g Strychnin- 
nitrat in 1000 cem Wasser) unter Schiitteln wiederum mittels Pipette 
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zugegeben. Nachdem die Fallung 30 bis 40 Minuten gestanden hat, wird 
durch Asbest-Gooch-Tiegel filtriert, mit 25 ccm des auf das Fiinffache mit 
Wasser verdiinnten Fallungsreagenzes (eisgekiihIt) und schlieBlich mit 
eisgektthltem Wasser bis zur Saurefreiheit ausgewaschen, bei 105° getrocknet 
und gewogen. Berechnungsfaktor fiir P,O, 39. 

Ich habe die genauesten Resultate erhalten bei Neutralisation der 
Phosphatlésungen mit Phenolphthalein als Indikator, von dem ich zwei 
Tropfen einer Lésung 1: 400 zugab, wodurch die Endwagung nicht be- 
einfluBt wurde. Die GréBe des neutralisierten Fliissigkeitsvolumens spielt 
nach meinen Erfahrungen keine ausschlaggebende Rolle. Immerhin habe 
ich schlieBlich mit nicht mehr als 30 ccm gearbeitet, die mit der Halfte des 
von Embden angegebenen Reagenzgemisches, also 10 ccm, ausgefallt wurden. 
Nach 25 bis 30 Minuten war die Fallung stets beendet. Statt der Asbest- 
Gooch-Tiegel wurden Berliner Porzellanfiltertiegel und Jenaer Glasfilter- 
tiegel der Firma Schott verwandt, mit denen ich schon friiher bei Makro- 
phosphatbestimmungen sehr gute Erfahrungen gemacht hatte. Die 
Gewichtskonstanz beim Trocknen des Tiegelinhaltes stellt sich sehr schnell 
ein, und die Tiegel sind leicht zu reinigen. 

Es wurde dann noch versucht, die Methode auch bei gréBeren P,O,- 
Mengen, bis zu 6 mg P,O,;, zu verwenden, und auch da wurden bei Zugabe 
der entsprechenden Menge des Reagenzgemisches (bei 4 bis 6 mg P,O,; 

30 ccm) unter sonst gleichen Bedingungen zufriedenstellende Resultate 
erhalten. 

Es folgen eine Anzahl Analysen, bei denen mit einem Gehalt der 
Lésungen an P,O; von 0,18 bis 6 mg gearbeitet wurde. 


Bestimmung von P,0, in Dinatrium-Phosphatlisungen. 


A. Der P,O,;-Gehalt der Standardlésung wurde nach der Molybdan- 
methode von Woy zu 0,360 g P,O, in 100 ccm gefunden, fiir die modifizierte 
Embden-Methode wurden bei I 10 ccm auf 100, bei II 10 cem auf 1000 
verdiinnt. Von Verdiinnung I, die also 0,0360 g in 100 cem enthalt, wurden 
verwandt : 

I. a) 10ccem = 0,00360 g P,O, 


gef. = 0,1406 g Nd. = 0,00360 g P,O; 
=0,1410 ¢g ,, = 0,00361 g¢ P,O, 

b) 5cem = 0,00180 g P,O,; 
gef. = 0,0708 g Nd. = 0,00181 g P,O, 
= 0,0700 g ,, = 0,00179 g P,O, 


Von Lésung IT, welche 0,0360 g P,O; in 1000 cem enthalt, wurden 
verwandt: 


II. a) 20cem = 0,00072 g P.O, 


_gef. = 0,0282 gNd. = 0,000723 g P,O, 
= 0,0276 g ,, = 0,000720 g P,O; 

b) 10 ccm = 0,00036 g P,O, 
gef. = 0,01388 gNd. = 0,000354 g P,O,; 
-0,0140 g ,, = 0,000359 g P,O, 

c) 5cem = 0,00018 g P,O; 
gef. = 0,0072 gNd. = 0,000184 g P,O,; 


0,0072 g ,, = 0,000184 g P,O, 
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B. P,O;-Gehalt zwischen 1 bis 6 mg. Die Standardlésung enthalt 
7,545 g P,O, in 100 ccm, davon wurden 10 ccm auf 1000 verdiinnt und von 
der verdiinnten Lésung zur Analyse verwandt: 


a) 2cem = 0,001509 g P,O,; 


gef. = 0,0590 g Nd. 0,001512 g P,O, 
0,0588 g ., = 0,001508 g P,O, 
b) 4cem = 0,003018 g P,O; , 
gef. = 0,1180 g Nd. 0,00302 g P,O, 
0.1174 g ,, = 0,00301 gP,O, 
c) 6cem = 0,004527 g P,O; 
gef.= 0,1773 g Nd. 0,00454 g P,O; 
0.1764 g ,, = 0.00452 g P,O; 
d) 8cem = 0,006036 g P.O, 
gef. = 0.2366 gNd. = 0,00607 g P,O,; 
0.2378 «¢ » = 0,00609 g P,O,. 


Die GréBenordnung dieser Werte gestattete mir nun mit einer 
Menge von 2 ccm Serum die Phosphatid-P, O,-Bestimmung auszufiihren. 


Es ist bekannt, daB sich die Phosphatide wohl im organischen 
Verbande recht gut halten, daB sie aber isoliert, sei es in alkoholischer 
oder methylalkoholischer Lésung bei héherer Temperatur unter Luft- 
zutritt sehr leicht hydrolisiert werden. Lemeland (2) fand eine Zer- 
setzung bei Luftzutritt iiber 70° derart, daB die Phosphatide zum Teil 
in ihren Lésungsmitteln unléslich wurden. Ich fand eine derartige 
Zersetzung schon beim Verdunsten der methylalkoholischen Lésung 
bei Luftzutritt bei 40 bis 50°. Neuerdings hat Paal (3) eine hydro- 
lytische Spaltung schon bei 35° festgestellt. Nur durch sehr rasche 
Verdunstung im Faustschen Apparat, wie sie Sorg (4) anwendet, oder 
durch Vakuumdestillation bei 15 mm Druck nach dem Verfahren von 
Lemeland, |. c., kann man gréBere Fehler im Endresultate vermeiden. 
Da mir der Faustsche Apparat nicht zur Verfiigung stand, die Vakuum- 
destillation fiir Serienbestimmungen im klinischen Betriebe zu um- 
standlich und zeitraubend ist, habe ich versucht, auf méglichst einfache 
Art die P,O; der Gesamtlipoide folgendermaBen zu bestimmen: 


2 cem Serum werden mittels Pipette auf ein Gemisch von etwa 2 g 


wasserfreiem Calciumsulfat und 0,2 g Calciumcarbonat in ein Becherglas 
tropfen gelassen. Nach zehn Minuten gibt man ungeféhr 15 ccm wasserfreien 
Ather zu, l48t wiederum fiinf bis zehn Minuten stehen und fiigt Methy!- 
alkohol (Methanol puriss.) unter Schiitteln solange zu, bis keine Eiweib- 
fallung mehr stattfindet. Dies Gemisch l48t man unter 6fterem Umriihren 
noch 10 bis 15 Minuten stehen, filtriert es dann durch Faltenfilter in einem 
Kjeldahl-Kolben und wascht es mit einem Gemisch von Ather—Methy!- 
alkohol 4: 1 griindlich aus. Es geniigten dazu stets 100 cem Waschfliissigkeit. 
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Die Ather-Methylalkohollésung wird abgedunstet, 1 bis 2 ccm konzentrierte 
Schwefelséure in den Kolben gegeben, Perhydrol unter Kiihlung tropfen- 
weise hinzugefiigt, erhitzt und bis zur vélligen Zerstérung der organischen 
Substanz, d.h. bis zum Farbloswerden der Fliissigkeit, mit Perhydrol 
weiterverascht, abgekiihlt, mit Ammoniak unter Zufiigung von 2 Tropfen 
Phenolphthalein 1/499 bis zur ersten Rosafarbung neutralisiert, darauf 
unter Zufiigung von 2 Tropfen n/1 Salpeterséure mit 10 cem des Strychnin- 
Molybdanreagenzes die Fallung vorgenommen, durch Filtertiegel filtriert, 
bis zur Saurefreiheit ausgewaschen, bei 105° getrocknet und gewogen. 

Die praktisch in 2 cem Serum vorhandene Menge von Phosphatid-P,O,; 
liegt zwischen 0,3 bis 0,6 mg, was einem Gewicht des zu wagenden Nieder- 
schlags von ungefaéhr 0,0120 bis 0,0250 g entspricht. 

Besonders zu beachten sind bei Bestimmung dieser kleinen Mengen P,O; 
noch folgende Punkte: es ist erforderlich, méglichst wenig konzentrierte 
Schwefelsdure bei der Veraschung zu verwenden. Ich habe nie iiber 2 cem, 
meist nur | bis 1,5 cem angewandt. Auch ist es nétig, die Veraschung statt 
mit Salpeterséure stets mit Perhydrol vorzunehmen, wie sie ja auch von 
der Embdenschen Schule [Jost (5)] spaiter ausgefiihrt worden ist. Man 
vermeidet dabei zu groBe Verdiinnungen mit Wasser und schwankende 
Salpetersiurekonzentrationen. 

Ich ging bei dieser Methode von der Uberlegung aus, die im Blute 
vorkommenden organischen Saéuren, wie z. B. Milchsaéure, lie leicht Ver- 
anderungen an den Phosphatiden hervorrufen, sofort an das Calcium zu 
binden und die ganz geringe Léslichkeit von organischen Phosphor- 
verbindungen in Methylalkohol durch das Calciumsulfat zuriickzudrangen. 
Phosphorhaltige organische EiweiBverbindungen werden durch den Methy1- 
alkohol ausgefallt. Durch das Gemisch von Methylalkohol-Ather erhalt 
man sowohl den ather- als auch den alkoholléslischen Teil der Phosphatide, 
und zwar sind die angegebenen Mengen Lésungsmittel unbedingt nétig bei 
diesen Mengen von Serum und miissen bei gr6Beren Mengen entsprechend 
erhéht werden. 

Zur Priifung der Methode habe ich mir Standardlésungen her- 
gestellt, die neben einer kolloiden Lecithinlésung (Lecithin ex ovo Merck) 
phosphorsaurehaltiges EiweiB (Casein) im etwa gleichen Verhiltnis, 
wie beide im Serum vorkommen, und eine gréBere Menge anorgani- 
scher, wasserléslicher Phosphate enthielten. Es wurde bei verschiedenen 
Parallelanalysen die Lecithinmenge, die ich daneben in einer reinen 
kolloiden Lecithinlésung als auch in einer Lésung von Lecithin in 
Ather bestimmte, genau wiedergefunden. 


I. Lecithin kolloidal gelést: 


in 2ccm der Lésung gef. 0.1448 g Nd. 2005 mg-°, Lecithin 
0.1449 g ,, 2006 ,, - 


davon wurden 10 cem zu 100 ccm Mischlésung verwandt, von dieser 
wurden angewandt: 


2cem “ 0,2 ccm der kolloiden Lésung = 0,0145 g Nd. 198 mg-% Lecithin 
0,0146g ., = 198 
5eem “ 0,5ccem der kolloiden Lésung = 0,0365g .,.. = 202 


0,0363 g ., 201 ” 
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II. Lecithin kolloidal gelést: 


in 2cem der Lésung gef. = 0,2260 g Nd. = 3129 mg-°, Lecithin 
= 0,2269g ,, = 3141 ,, 


davon wurden 10 ccm zu 100 cem Mischlésung verwandt, von dieser 


wurden angewandt: 


2cem “W 0,2cem der kolloiden Lésung = 0,0225 g Nd. 


311 mg-°% Lecithin 


0,0226¢g , = 311 od * 
0,0228 ¢ ,, = 315 
= 0,023lg ,, 319 
5ecm “ 0,5cem der kolloiden Lésung = 0,0565 g ,, 313 
0,0569g ,, = 315 


III. Lecithinlésung in Ather: 


in 2cem der Lésung gef. 


0,1174 g Nd. - 


1625 mg 


0.1169 g ., 1618 


davon wurden 10 cem zu 100 cem Mischlésung verwandt, von dieser 


wurden angewandt : 
2ccm “ 0,2 cem der Lésung 


0.0118 g Nd. 
0,0117 g ,, 


-9, Lecithin 


. 


162 mg-% Lecithin 
162 


5cem 4 0,5 cem der Lésung 0,0292 g ,, 162 oa em 
0,0294 g ,, 162 
IV. Lecithinlésung in Ather: 
in 2cem der Lésung gef. = 0,1490 g Nd. = 2063 mg-°, Lecithin 


= 0,1484 g ,, 2054 ; 
davon wurden 10 cem zu 100 ccm Mischlésung verwandt, von diesen 
wurden angewandt: 


2ccm “ 0,2 cem der Lésung 0,0150 g Nd. = 205 mg-%% Lecithin 


0,01l48¢g ,, = 204 
5cem “ 0,5ccem der Lésung 0.0410 g ,, = 205 
0,0413g .. = 205 


Es wurden sodann eine Reihe von Analysen an Mischseren ausgefiihrt 
und mehrere Parallelbestimmungen mit je 2 und 5 ccm Serum angestellt. 
Zwei Beispiele seien angefiihrt: 

I. Dreimal 2 ccm: 

a) 0,0158 g Nd. = 218 mg-°, Lecithin 
b) 0,0155g ,, = 214 
c) 0,0155g ,, = 214 

Dreimal 5 ccm: 
a) 0,0395 g Nd. 218 mg-°,, Lecithin 
b) 0,0392¢ ,, 217 
c) 0,0387g ., 214 

II. Dreimal 2 ccm: 

a) 0,0165 g Nd. = 228 mg-°, Lecithin 
b) 0,0167g ,, = 231 ,, 
c) 0,0163g ,, = 226 

Dreimal 5 ccm: 


a) 0,0408 g Nd. = 226 mg-°, Lecithin 
u 


uu 
b) 0,0410g ,, = 2: 
c) 0,0415¢ ,, = 23 
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Bestimmungen von Lecithin im Serum normaler Personen ergaben 
Werte zwischen 220 bis 260 mg-°,, die also mit den allgemein gefundenen 
Werten gut iibereinstimmen. Kaufmann und Miihlbock (6) geben z. B. bei 
gesunden Frauen Mittelwerte von 234 mg-°, an. Das Verhaltnis von 
Cholesterin zu Lecithin ergab sich mir bei einer groBen Reihe von Be- 
stimmungen im Durchschnitt zu 0,91. Nach Grigaut und Jovanovitch (7) 
betragt es 0,89, ahnliche Zahlenverhaltnisse finden wir in der Literatur bei 
Kaufmann, Bang, Feigl, Peritz und Bloor. 

Obgleich die Berechnung auf ein einheitliches Lecithin ungenau 
ist, da wir im Blute ja mehrere Phosphatide haben, habe ich fiir Ver- 
gleiche mit alteren Arbeiten doch den Faktor 10,8 zur Berechnung 
des Lecithins herangezogen. Es ware wiinschenswert, wenn sich die 
Berechnung auf P,O; oder P allgemein einbiirgerte. Ich habe die 
Methode in den Bereich von 2 bis 5ccm Serum durchgearbeitet und 
bin stets zu gleich guten Resultaten gelangt. Fiir gréBere Mengen 
ist die Methode unpraktisch, da sich die Mengen der dabei zu _ ver- 
wendenden Reagenzien (Calciumsalze) ungiinstig verschieben. Ebenso 
wurde ich nur in Notfallen anraten, unter 2 cem Serum herunterzugehen. 


Literatur. 
1) Embden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 113, 138, 1921. — 2) Lemeland, 
Bull. soc. chim. 8, 163, 1921. — 3) Paal, diese Zeitschr. 211, 244, 1929. 
4) Sorg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 97, 1929. — 5) Jost, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 165, 171, 1927. — 6) Kaufmann u. Miihlbock, Arch. Gynak. 
136, 478, 1929. — 7) Grigaut u. Jovanovitch, Cpt. des séances de la soc. 
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Zur Biologie des Mehlwurms (Tenebrio molitor). 


I. Mitteilung: 
Der Wasserhaushalt. 


Von 
Fr. N. Schulz. 
(Aus der chemischen Abteilung der physiologischen Anstalt Jena.) 


(Eingegangen am 30. August 1930.) 


Der Mehlwurm (T. molitor) ist haufig Gegenstand von Stoffwechsel- 
untersuchungen gewesen. Eine Frage von weitergehendem Interesse 
ist die nach dem Wasserbediirfnis dieser im allgemeinen im trockenen 
Mehl lebenden Tiere. Auf Veranlassung von Exner hat vor lingerer 
Zeit Berger! der Frage einige Untersuchungen gewidmet. In bei 105° 
getrocknetem Mehl ging ein groBer Teil der hineingegebenen Larven 
bei Durchstrémung mit trockener Luft innerhalb 4 Wochen zugrunde. 
In einem 17tagigen Versuch blieben die Tiere zwar am Leben, wuchsen 
aber nicht. Wenn in einem Versuch von etwa 1000 Tieren am Schlub 
des Versuchs nur noch wenige Exemplare am Leben waren, so lassen 
sich aus einem solchen Versuch keine prinzipiellen Schliisse auf den 
Wasserbedarf bzw. die Verwendbarkeit des Oxydationswassers ziehen. 

Die Versuchsanordnung leidet zundchst an zwei prinzipiellen 
Fehlern. E£rstens kann und wird beim Trocknen des Futters bei 105° 
eine Schadigung der Vitamine eintreten. Zweitens ist so getrocknetes 
Mehl stark hygroskopisch. 

DaB auch Insekten Vitamine in der Nahrung zugefiihrt bekommen 
miissen, geht z. B. aus den Versuchen von Passerini? an Tenebrio, sowie 
von Sweetman und Palmer* an Tribolium confusum, einem nahen Ver- 
wandten von Tenebrio, hervor. 


1 Bruno Berger, Ptliigers Arch. 118, 607 bis 612, 1907. 
2 N. Passerini, Rend. Acad. dei Lincei (6. Ser.) 1, 58, 1925. 
3 M. Sweetmanu. L. S. Palmer, Journ. of biol. Chem. 77, 33 bis 51, 1928. 
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Passerini fand, daB das Vorhandensein des Pericarp fiir normales 
Wachstum nétig ist. Sweetman und Palmer benutzten geradezu die Larven 
von Tribolium als Indikator auf das Vorhandensein von Vitaminen. Eine 
Verminderung des Gehalts an Vitamin B um 20°, fiihrte sicher, eine Ver- 
minderung um 15°, mit Wahrscheinlichkeit zu Verlangsamung des Wachs- 
tums. Zabinsky hat an Schaben (schwarze Schabe und Kiichenschabe) ahnliche 
Beobachtungen gemacht. 

Bei kiinstlicher (synthetischer) Nahrung blieben die Larven_ der 
schwarzen Schabe auf etwa ein Drittel der NormalgréBe stehen, wahrend 
die Larven der Kiichenschabe auch bei dieser synthetischen Nahrung 
selbst wenn Glycin als einzige N-Quelle diente ihren Entwicklungs 
zyklus beendeten. Ejigenartig ist es, daB bei der schwarzen Schabe Hinzu- 
fiigen kleiner Mengen Butter, Hefe, Vitamin-B-Extrakt, nachdem der 
Wachstumsstillstand eingetreten war, keine Erholung des GréBenwachstums 
herbeifiihrte. 

Tribolium eignet sich deshalb besonders zu solchen Versuchen, 
weil die Dauer einer Entwicklungsperiode hier viel kiirzer ist. Sie 
betragt nach Sweetman und Palmer bei 28° und einer relatiyen Feuchtig- 
keit von 70°, im Eistadium 6 Tage: fiir die Larvenzeit bei Fiitterung 
mit Vollweizenkorn 21 Tage; fiir das Puppenstadium 7 Tage.  Fiir 
Tenebrio molitor ist allein auf das Larvenstadium ein Minimum von 
6 Monaten zu rechnen. Fiir die schwarze Schabe (blackbeetle) wird 
die Entwicklungsdauer normal mit 12 Monaten, fiir die Kiichenschabe 
zu 3 Monaten angegeben (Zabinsky!). 

Bei den angegebenen Wachstumsstérungen ist der Vitaminmangel 
nicht das allein MaBgebende. Dafiir spricht ja auch die Angabe von 
Zabinsky, daB Beigabe von Vitamin die einmal eingetretene Stérung 
nicht behebt. 

Bei meinen Ziichtungsversuchen habe ich, wie jeder, der Mehlwurm- 
zucht unterhalt, auch Beobachtungen gemacht, die man als Vitaminmangel 
deuten kann. Es ist bekannt, daB man die Tiere nicht auf Kleie allein 
ziehen soll, sondern gelegentlich Obst (am besten angefault), Méhren und 
vor allem Fleisch (Kleintiere) beigeben soll. Die Larven sind auBerordentlich 
gierig auf kleine Kadaver. Es ist erstaunlich, in wie kurzer Zeit ein kleiner 
Vogel, etwa eine Amsel, bis auf das Knochengeriist und verhornte Teile 
von einer geringen Zahl von Tieren verzehrt wird. Von Miausen bleibt 
eigentlich nur das Knochengeriist iibrig. Diese Fleischgier ist wohl auch 
ein Zeichen der Insuffizienz der gew6hnlichen Nahrung; es spielt hier aber 
auch das Wasserbediirfnis mit. 

Versuche auf reinem, feinem Weizenmehl, dem kaufliches Casein 
zugesetzt war, junge Larven von Tenebrio zu ziichten, fiihrten zu 
dem .Ergebnis, daB bald ein Teil einging, der dann rasch bis auf die 
Chitinhaut von dem iiberlebenden verzehrt wurde. Was am Leben 
blieb, stellte das Wachstum ein. Wurden diese Larven nach 8 Monaten 
in luftfeuchte Kleie gesetzt, so trat sofort ein Umschwung ein: die 


1 J. Zabinsky, Brit. journ. exper. Biol. 6, 360 bis 386, 1929. 
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Tiere wuchsen und entwickelten sich, als ob sie keine achtmonat- 
liche Ruhe durchgemacht hatten. 

Versuch 1. 48 Larven mit 0,396 g Gewicht am 6. Dezember 1927 in 
Weizenmehl, 29. Dezember 47 Stiick 0,557 g. 5. Marz 1928 42 Sttick 

1020 g. 27. Juli 39 Stiick 1074 g¢. Jetzt Fiitterung mit Kleie: 
3. September 37 Stiick 2,05 g. 19. November 36 Larven und eine Puppe 
3,515 g. 

Auch bei Tieren, die ausschlieBlich auf Kleie leben, kann man 
beobachten, daB durch Beigaben von Kleintieren oder Fleisch eine 
erhebliche Wachstumsbeférderung eintritt. 

Das Fleisch wird zweckmaBig in diinne Streifen geschnitten, die man 
erst an der Oberflache etwas austrocknen laBt. Gekochtes Fleisch wird 
nicht angenommen, auch nicht frische Froschschenkel. Dagegen 
werden tote Mehlwurmlarven gern verzehrt. 

Meine Beobachtungen iiber bei Insuffizienz der Nahrung ein- 
tretenden Wachstumsstillstand, der durch geeignete Nahrung wieder 
voll behoben werden kann, decken sich mit den Beobachtungen, die 
Zabinsky' an Schaben (Blatta orientalis u. a.) gemacht hat. 

Ein Parallelversuch mit jungen Larven, von denen ein Teil 
(210 Stiick = 0,675 g) in Kleie, die vorher bei 105° getrocknet war, 
dann aber bis zur Wiedererlangung des normalen Wassergehalts an 
der Luft gestanden hatte, ein anderer Teil in gew6hnliche Kleie gebracht 
wurde, ergab ein erhebliches Zuriickbleiben im Gewicht bei der ersten 
Gruppe. 

Die schlechten Zuchtergebnisse Bergers brauchen nicht unbedingt 
auf Wassermangel zuriickgefiihrt werden (s. spater). 

Der zweite Einwand gegen die Versuchsanordnung Bergers betrifft 
die Hygroskopizitat der bei 105° getrockneten Kleie. Gewoéhnliche 
luftfeuchte Kleie gibt im trockenen Luftstrom langsam Feuchtigkeit 
an die Luft ab. Ergiebiger ist die Wasserabgabe im Vakuumexsikkator. 
Es 1aBt sich aber auch so nur ein Teil des Wassers entfernen. Der Rest 
geht erst bei hoher Temperatur (105°) weg. Solche Kleie ist dann stark 
hygroskopisch und nimmt beim Stehen an der Luft schon nach wenigen 
Tagen ihre urspriingliche Feuchtigkeit wieder an. Dal unter diesen 
Verhaltnissen der Aufenthalt in bei 105° getrockneter Kleie bei Durch- 
strémung mit trockener Luft fiir die Larven einen schweren Eingriff 
bedeutet, ist einleuchtend. 

Der Gesamtwassergehalt der gewéhnlichen Handelskleie schwankt 
zwischen etwa 9 bis 12°, offenbar nach dem Feuchtigkeitsgehalt der 
AuBenluft. Die niedrigsten Wasserwerte fand ich im Winter bei Aut- 
bewahrung im geheizten, trockenen Raum. Durch mehrwoéchentliches 
Trocknen im trockenen Luftstrom bei Zimmertemperatur verlor die Kleie 


' J. Zabinsky, Act. biol. exper. (Warszawa) Nr. 7, 8. 123 bis 163, franz. 
Zusammenfassung 123 bis 124 (polnisch). 
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allmahlich 3,7 bis 4,7°, Wasser, also etwa ein Drittel des Gesamtwassers. 
Bei langem Trocknen im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsdéure verlor 
Kleie 10,6°, Wasser, nachher bei 105° noch 0,6°,. 

Es liegt nahe, zu versuchen, durch Respirationsversuche AufschluB 
zu bekommen. Diese stoBen aber bei Bestimmung des Wasserumsatzes 
auf kaum iiberwindliche Schwierigkeiten, wegen der Hygroskopizitat 
der trockenen Kleie. 

Ein mit Trockenkleie angesetzter Respirationsversuch zeigt zunachst 
eine starke Diskrepanz zwischen ausgeschiedener Kohlenséiure und 
abgegebenem Wasser. Es werden auch im linger fortgesetzten Versuch 
betrachtliche Mengen Wasser zuriickgehalten, in den ersten Tagen 
sogar das ganze Oxydationswasser. 

Als Respirationsapparat diente eine Zusammenstellung von Absorp- 
tionsgefaBen, wie sie ahnlich bei der Elementaranalyse angewandt wird. 
Die Tiere wurden in kleinen Woulfschen Flaschen gehalten, die in dunkle 
Pappkasten versenkt werden konnten. 

Versuch 2. Zehn mittelgroBe Larven (1,098 g) in Trockenkleie, die 
mehrere Wochen im Vakuumexsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
war, gaben in der ersten Woche im Mittel 0,031 g Kohlensaiure pro Tag 
ab. Die Wasserabgabe bewegte sich in der ersten Woche innerhalb der 
Grenze des Wagefehlers (bis zu 1 mg pro Tag). Am Schlu8 des Versuchs, 
nach 32 Tagen, standen in den letzten 6 Tagen 147 mg Kohlensaure einer 
Wasserabgabe von 43 mg gegeniiber. Wahrend des ganzen Versuchs wurden 
0,969 g Kohlensaiure und nur 0,135 g Wasser an die AbsorptionsgefaBe 
abgegeben. Bei Verbrennung von Zucker hatten 0,397 g Wasser abgegeben 
sein miissen. Das Defizit von 0,262 g Wasser muBte also entweder in den 
Larven oder in der Kleie zuriickgehalten worden sein. 

Die Larven, welche die Trockenperiode ohne Schadigung aus- 
hielten, hatten ihr Gewicht nicht nennenswert verandert. Es betrug 
bei einem Anfangsgewicht von 1,098 g noch 1,066 g, wobei zu_beriick- 
sichtigen ist, daB zahlreiche Hautungen stattgefunden hatten. Der 
Wassergehalt solcher Trockentiere ist im wesentlichen unverandert. 
Die Haute sind ebenso wie die Exkremente nach reiner Kleieverfiitterung 
nicht starker hygroskopisch. 

Unter der Annahme, da die abgegebene Kohlensiure aus der 
Zersetzung von Kohlenhydrat stammt, ergibt sich ein Zuckerverbrauch 
von 0,66 g. Der Gewichtsverlust des ZuchtgefaBes betrug 0,234 g: 
das Wasserdefizit 0,262 g. Es stehen also 0,5 g einem errechneten 
Zuckerverlust von 0,66 g gegeniiber. 

Da aber von den an sich sehr fettreichen Larven sicher auch betracht- 
liche Mengen Fett zersetzt sein werden (auch die Kleie selbst enthalt mehrere 
Prozent Atherextrakt) und Fett erheblich kohlenstoffreicher ist als Zucker, 
st die Ubereinstimmung ausreichend. 

Der Versuch wurde mit 2,76 g Vakuumkleie begonnen. Lege ich 
einen Gewichtsverlust durch Oxydation von 0,5 g zugrunde, so wirden 
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2,25 g¢ Kleie am SchluB des Versuchs etwa 11,7°, Wasser enthalten 
haben, also etwa den normalen Sattigungsgrad mit Wasser bekommen 
haben. Es ist nicht bekannt, ob der Kleierest dieselbe Hygroskopizitat 
besitzt wie die urspriingliche Kleie, da sicher bestimmte Teile der 
Kleie von den Larven bevorzugt werden. Der Kleiekot hat im all- 
gemeinen einen niedrigeren Wassergehalt (7 bis 9°.) als die Kleie, 
die den Darmkanal nicht passiert hat (10 bis 12°,). 

In dem hier wiedergegebenen Versuch ist die Kohlenséureaus- 
scheidung wahrend des ganzen Versuchs ziemlich konstant geblieben 
mit 0,03 g pro Tag; in der letzten Woche nur 0,025 g._ Es handelt sich 
in diesem Versuch um einigermaBen ausgewachsene Larven. Allerdings 
ist das Verpuppungsgewicht bei gut gendihrten Exemplaren doch 
0,12 g, ja bis tiber 0,15 g pro Exemplar. Es hatten wahrend des Ver- 
suchs Hautungen stattgefunden, aber trotzdem mub man auch hier 
von einem Wachstumsstillstand sprechen. 

Dieser Wachstumsstillstand im Trockenversuch ist noch aus- 
gesprochener bei jungen, kleinen Larven, bei denen aber auch die Mor- 
talitat erheblich gréBer ist. 

So waren in einem Versuch 3, der vom 30. Mai bis zum 26. Oktober 
durchgefiihrt wurde, von 24 Larven mit einem Durchschnittsgewicht von 
0,006 g am Schlu8 noch 16 lebend, mit einem Durchschnittsgewicht von 
0,0136 g. Dabei ist aber zu bedenken, daB die Tiere bei Beginn ungleich 
groB waren und wahrscheinlich die gréBeren auch die widerstandsfahigeren. 
In einem anderen Trockenversuch von 294 Larven, mit dem Einzelgewicht 
von 0,0028 g, beginnend am 26. Oktober, lebten am 13. November noch 
200 mit je 0,0035 g, am 20. Dezember noch 152 mit je 0,006 g. 

Ahnliche Versuchsreihen stehen mir mehrfach zur Verfiigung. 
Im Durchstrémungsversuch auf luftfeuchter Kleie mit feuchter Luft 
trat bei jungen Larven viel rascheres Wachstum ein. 

So steigt das Einzelgewicht, von 0,006 g ausgehend, in 3 Wochen aut 
0,011; in 2 Monaten auf 0,167 g, in 3 Monaten auf 0,44 g, in 6 Monaten 
auf 0,66 g, wobei sicher nicht optimale Wachstumsverhaltnisse vorgelegen 
haben. 

In einer weiteren Versuchsreihe stieg bei Trockenhaltung das 
Gewicht von 0,013 g in 4 Monaten auf nur 0,029 g. Dabei waren am 
SchluB von 150 Tieren nur mehr 50 lebend. Offenbar sind die gréBeren 
Tiere widerstandsfahiger gegen Austrocknen als die ganz jungen. 

Die groBe Sterblichkeit in den Trockenversuchen von Berger kann 
aber dadurch nicht erklart werden. Denn er hat Tiere von einem Einzel- 
gewicht von etwa 0,1 g genommen. Ich méchte glauben, daB bei den 
Massenversuchen (1000 groBe Tiere) die Durchliiftung nicht ausreichend 
gewesen ist. 

Die Eigenschaft der getrockneten Kleie, auch im trockenen Luft- 
strom Oxydationswasser zuriickzuhalten, bringt es mit sich, dab, 
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namentlich im Massenversuch, die Kleie sich richtig mit Feuchtigkeit 
beladen kann, so daB wohl auch der optimale Feuchtigkeitsgehalt der 
Kleie iiberschritten werden kann, wenn die Durchliiftung langsam vor 
sich geht. So gut die Larven Trockenperioden aushalten, so schlecht 
vertragen sie den Aufenthalt in feuchter Kleie. Sie sind so empfindlich 
gegen Feuchtigkeit, daB Zuchten nur in flachen Tontépfen Erfolg ver- 
sprechen. In tieferen Tontépfen stockt die Feuchtigkeit, und es be- 
ginnt bald ein Massensterben. 


Eine eigenartige Beobachtung, die ich gerade an Versuchen 
mit Trockenkleie gemacht habe, dient zur  weiteren  Erlaute- 
rung. Nach langerer Durchstr6mung (mehrere Wochen) mit 
trockener Luft laBt sich feststellen, dab bei Herausnahme der 
Larven aus dem bis dahin verschlossenen Durchstrémungsgefab 
eine rasche, nur durch Wasserverdunstung erklirbare Gewichts- 
abnahme eintritt. 


Versuch 4. 294 Larven mit 0,870 g oder 0,0028 g pro Larve wurden 
mit 2,13 g Vakuumkleie 18 Tage trocken durchstrémt. Wer Luftstrom 
war in diesem, wie in den meisten Versuchen, so geregelt, daB etwa 11, bis 
2 Liter Luft in 24 Stunden das etwa 100 ccm fassende Durchstrémungs- 
gefaB passierten. Abgegebene Kohlensiure 1,026 g, entsprechend 0,77 g 
Zucker mit 0,42 g Oxydationswasser. Tatsaichlich abgegebenes Wasser 
0,133 g, also etwa 0,29 g Wasser zuriickgehalten. Es wurde am SchluB8 
des Versuchs zunachst Kleie (+ Exkremente + Haute) mit den Tieren 
zusammen gewogen. Dann wurden im Verlauf von etwa einer halben 
Stunde in ziemlich trockener Laboratoriumsluft (Zentralheizung) die 
iiberlebenden Tiere herausgesucht, wobei die Kleie usw. in einer tlachen 
Schale diinn ausgebreitet wurde. Dann wurden die isolierten Larven und 
die Kleie usw. getrennt gewogen. Das direkt ermittelte Gewicht der etwa 
200 Larven betrug 0.702 g, das aus der Differenz berechnete Gewicht 
betrug dagegen 0,841 g. Es miissen also wihrend des Heraussuchens 0,139 g 
Wasser sich durch Verdunstung vertliichtigt haben. Es wiire das etwa die 
Halfte des Oxydationswassers, das nicht nach auBen abgegeben war. Es 
ist aber dazuzurechnen der Wassergehalt der etwa 100 Laiven, die wahrend 
der Durchstrémung gestorben waren. Die toten Larven trocknen, soweit 
sie nicht von den iiberlebenden geitressen werden, sehr rasch aus, so daB 
ihr Wasser, das mit etwa 60°,, angesetzt werden kann, frei wird. Es wiren 
das im vorliegenden Versuch ‘bei 100 Larven zu etwa 0.28 g etwa 0,17 g 
Wasser. Es waren demnach in dem System nicht nur die 0,29 g Oxydations- 
wasser, sondern zusammen etwa 0,46 g Wasser zuriickgehalten gewesen. 
Der Versuch wurde mit 2,13 g Trockenkleie begonnen. Diese Kleicmenge 
wiirde etwa 0,25 g Wasser durch Adsorption haben binden kénnen. Vernach- 
lassigen wir die teilweise Verwandlung in Exkremente mit einem im all 
gemeinen etwas niedrigeren Wassergehalt, so hat sich doch in dem Durch- 
stromungssystem ein Uberschu8 von 0,46 weniger 0,25 g Wasser befunden, 
also 0,21 g. Es sind das nur annihernde Werte, die aber zeigen, auf welche 
Weise der eigenartige rapide Wasserverlust zu erklaren ist. In allen Fallen 
mit gleicher Versuchsanordnung habe ich diese eigenartige Beobachtung 
gemacht. 
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Diese rasche, unter Umstanden sehr starke Wasserverdunstung 
kann natirlich nur darauf beruhen, daB an irgendeiner Stelle das 
Wasser zuriickgehalten worden ist. Es ist anzunehmen, daB das in 
der nachsten Umgebung der Larven geschehen ist, gewissermaBen 
an der Oberflache der Larven. Benutzt man zu dem Versuch groBe, 
fast ausgewachsene Larven, so ist der rapid einsetzende Gewichts- 
verlust durch Wasserverdunstung erheblich geringer, aber doch deutlich. 
So wogen in einem Versuch zehn Larven statt der berechneten 1,078 g 
nur 1,066 g, also 0,012 g zu wenig. Es steht die Erscheinung also offenbar 
mit der GréBe der Oberflache in Beziehung. 

Bei gewohnlichen Durchstr6mungsversuchen mit feuchter Luft 
habe ich diese Erscheinung nicht beobachtet. Es liegt das wohl mit 
daran, daB unter normalen Lebensbedingungen die Larven sich ziemlich 
lebhaft bewegen, auch im Dunkeln, wie man durch Horchen fest- 
stellen kann. Bei plétzlicher Belichtung ist meist ein Teil der Larven 
an der Oberflache und verkriecht sich dann eilig in die Kleie. Die Trocken- 
larven schranken dagegen ihre Bewegungen auf ein Minimum ein und 
liegen meist unter der Kleie, offenbar als Abwehr gegen die Gefahr 
der Austrocknung. Unter diesen Umstanden ist es sicher, daB das 
eigene Oxydationswasser den Larven zugute kommen kann. Eine 
andere Frage ist die, ob das Oxydationswasser ausreicht, um Gewichts- 
verlust zu verhiiten und eventuelles Wachstum zu ermdéglichen. 

Mein urspriinglicher Plan, eine Wasserbilanz aufzustellen und 
auf Grund dieser Bilanz mir ein Urteil zu bilden, scheitert zunachst 
an den hygroskopischen Eigenschaften der Kleie. Eine fortlaufende 
Bestimmung des Wassergehalts der im Durchstr6mungsgefaiB ent- 
haltenen Kleie wiirde gerade wegen der Hygroskopizitat fortlaufende 
Fehler hinzubringen. Man miiBte von einer Kleie mit einem bestimmten 
Wassergehalt ausgehen und kénnte unter Beriicksichtigung des Wasser- 
gehalts der Durchstr6mungsluft eine Bilanz zieher. Bei der Langsamkeit 
des Wachstums der Mehlwurmlarven, und demnach langen Beob- 
achtungszeiten, ergiben sich auch hier groBbe technische Schwierig- 
keiten. Die ganze Frage findet aber eine erhebliche Vereinfachung 
dadurch, daB die Larven bei abnormer Trockenheit tatsachlich ihr 
Wachstum einstellen. Es kann zu monatelangem Wachstumsstillstand 
kommen, wobei allerdings namentlich bei jungen Larven eine ganze 
Anzahl Individuen zugrunde geht. Da8B ein solcher Wachstumsstill- 
stand bzw. Wachstumshemmung auBer durch Wasserverarmung auch 
durch andere auBere Bedingungen hervorgerufen werden kann, ist 
schon einleitend hervorgehoben. Es ist ja tiberhaupt bei den Insekten 
die Periodizitat des Lebens keine strenge. 


Das Engerlingstadium des Maikdfers kann sich iiber Jahre hinaus 
erstrecken. Fiir das Larvenstadium unserer gréBten Schmetterlingsraupe, 
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der Larve von Deilephila euphorbiae (Wolfsmilchraupe), gilt es ja als Regel, 
daB dieselbe im August-September ausgewachsen ist und zur Verpuppung 
schreitet. Unter besonderen auBeren Bedingungen kommt es aber zu einem 
zweimaligen Generationswechsel im Jahre (Heller'). Auch ich habe auBer- 
gewohnlicherweise im Jahre 1929 schon Mitte Juli im Freien ausgewachsene 
Larven von Deilephila gefunden, die sicher verpuppungsreif waren. Es 
bestand hier die Méglichkeit, daB eine zweite Generation noch vor Eintritt 
des Winters bis zur Verpuppung kam. 

DaB das Larvenstadium bei J'enebrio bei ungiinstigen Bedingungen 
weit tiber ein halbes Jahr sich hinziehen kann, ist schon erwahnt 
Tenebrio ist ja auch in praxi durch seine Lebensverhaltnisse von der 
Klimaschwankung des Jahres weitgehend unabhangig. Héhere AuBen- 
temperatur beschleunigt, Kalte hemmt die Entwicklung. Dem Mehl- 
wurmzichter ist es durch -Ausnutzung dieses Faktors sowie durch 
geeignete Regelung der Ernahrung das ganze Jahr hindurch méglich, 
vollwiichsige Mehlwurmlarven vorratig zu halten. 

Die Larven kénnen gewaltige Mengen Kleie bewaltigen. Die 
Exkremente bei Kleienahrung bestehen im wesentlichen aus unaus- 
genutzten Kleieresten, die als héckerige Kérnchen entleert werden 
und sich von der Kleie, die den Darmkanal noch nicht passiert hat, 
durch ihre relative Schwere leicht, wenn auch nicht quantitativ, ab- 
trennen lassen. In den ZuchtgefaBen liegt der Kot fast ausschlieBlich 
am Boden, die unveranderte Kleie liegt oben. Der ,,Kleiekot* enthalt 
noch die Hauptmasse der Cellulose, er enthalt auch noch betrachtliche 
Mengen Starke, auBerdem eine ganze Masse gewohnliches Fett. Der 
Wassergehalt des Kleiekotes ist ja wohl auch etwas abhangig von 
der Feuchtigkeit der umgebenden Luft, aber doch erheblich niedriger 
als der der frischen Kleie. Es sind eben die weniger harten Teile durch 
mechanische Zerkleinerung sowie durch Verdauungsvorgange aus der 
Kleie entfernt worden. Auch der Stickstoffgehalt des Kleiekotes ist 
noch recht betrachtlich (3 bis 4°, gegeniiber 2 bis 2,5°, in der 
urspringlichen Kleie). 


Es kommt also dem Kleiekot der Mehlwiirmer sicher noch ein betracht - 
licher Nahrwert zu fiir die Organismen, die imstande sind, ihn auszunutzen. 
In der Tat kommt von einer MehlwurmgroBziichterei dieser Mehlwurmbot 
im groBen in den Handel! und wird in Tagesmengen von lL kg pro Tag und 
Rind als Kraftfutter empfohlen. Der Nahrwert solt 30 bis 40 °,, der normalen 
Roggenkleie betragen (Kling*). Diese kauflichen Mehlwurmexkremente 


enthielten im August 1930 13,5°, Wasser. 


Fiir die hier vorliegende Frage ist von besonderem Interesse, dab 
der Kleiekot in betrachtlichen Mengen eine wachsartige Substanz enthalt, 


1 Joh. Heller, Piliigers Arch. 210, 736, 1925, Mitt. 1: Stoffwechsel 
und Entwicklungsdauer bei Deilephila euphorbiae. 

2 M. Kling, Zeitschr. f. angew. Chem. 43, 592, 1930. Es liefert die 
Firma A. Eckrich, Waldsee, Pfalz, MehlwurmgroBziichterei. 
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die aus der frischen Kleie nicht gewonnen werden kann. Es handelt 
sich um eine wachsartige Substanz, die in Ather schwerer léslich ist 
als die gewohnlichen Neutralfette, die in heiBem Alkohol ziemlich gut 
léslich ist und dann beim Erkalten wieder auskristallisiert. Sie laBt 
sich in gréBeren Mengen mit einem festen Schmelzpunkt von etwa 115° 
rein gewinnen. Bei Verseifung verhalt sie sich ahnlich wie das Chole- 
sterin. Sie unterscheidet sich aber, abgesehen vom Schmelzpunkt, 
von dem gewoéhnlichen Cholesterin durch das Fehlen der charakte- 
ristischen Cholesterinreaktionen, ist auch nicht fallbar mit Digitonin. 
Naheres ist einer spiteren Mitteilung vorbehalten. 

In der gew6hnlichen Kleie ist dieser wachsartige Stoff nicht nach- 
weisbar; auch nicht, wenn die Kleie vorher durch Kochen mit ver- 
diinnter Saure oder durch Mundverdauung weitgehend aufgespalten 
ist. Es handelt sich um ein spezifisches Produkt des Stoffwechsels 
der Mehlwurmlarve. 

Der Kleiekot der Mehlwurmlarve ist natiirlich nicht vd6llig frei 
von Nahrungsresten zu bekommen. Es sind immer Reste von Kleie 
beigemengt. Die mikroskopische Betrachtung lehrt, daB neben den 
eigentlichen Kotballen reichliche Kleiereste sowie auch einzelliegende 
Starkekérner vorhanden sind. Die eigentlichen Kotballen enthalten 
keine sicher durch Jodreaktion nachweisbaren Starkereste. 

Die Larve nimmt fiir ihre Zwecke im wesentlichen die Starke 
und einen Teil des Fettes aus der Kleie heraus. 

Fiir die Frage nach dem Wasserhaushalt der Mehlwurmlarve sind 
zwei Tatsachen wesentlich: 1. der verhaltnismaBig niedrige Wasser- 
gehalt des Kleiekotes und 2. der Wachsgehalt. 

Der Kleiekot nach reiner Kleiefiitterung enthalt im allgemeinen 
etwa 7 bis 9°, Wasser gegeniiber den 10 bis 12°,, Wasser, die in der 
urspriinglichen Kleie vorhanden sind!. Auf diese Weise kann, da die 
Tiere in luftfeuchter Kleie groBe Mengen von Kot produzieren, in bezug 
auf die wirklich ausgenutzte Nahrung von einem doch recht erheblichen 
Wassergehalt die Rede sein. Die Wachsproduktion hat wohl sicher die 
Aufgabe, einen Schutz gegen Wasserverarmung darzustellen. Die 
Chitinhaut der Larve ist eigenartig glinzend. Das aus dem Kleiekot 
isolierbare Wachs ware sehr wohl imstande, der Chitinhaut diesen 
Glanz zu yerleihen. Den bestimmten Nachweis, daB ein Wachsiiberzug 
iiber der Chitinhaut liegt, kann ich zurzeit noch nicht erbringen. Man 
miiBte versuchen, eine groBe Anzahl von Mehlwiirmern mit ange- 
wirmtem Ather abzuwaschen. Im Gesamtatherextrakt der Larven 
sind betrichtliche Mengen dieses Wachskérpers enthalten. DaB das 


1 Der Handelskleiekot (wahrscheinlich werden Mohrriiben mit ver- 
fiittert) enthielt 13,5°, Wasser. 
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Wachs in erheblicheren Mengen im Kleiekot enthalten ist, beweist 
nichts dagegen, daB dasselbe etwa urspriinglich als Wachsiiberzug 
der Chitinhaut gedient hat. Es ware mdglich, daB es von dort erst 
mechanisch auf die Kotmassen iibertragen worden ist. Ich habe zu- 
nichst vermutet, daB das Wachs zum Uberziehen der Kotballen benutzt 
werde, vielleicht um diese trockenen Massen besser gleitfahig zu machen, 
vielleicht auch hier irgendwie im Dienste der Wasserersparnis. Auch 
jetzt scheint es mir noch unwahrscheinlich, daB es sich bei diesen 
Wachsmassen ausschlieBlich um mechanisch auf den Kleiekot iiber- 
tragenes Wachs handelt. Denn erstens erscheint mir die Menge zu 
groB, und zweitens hat das Wachs einen so hohen Schmelzpunkt, 
daB es fest auf der Haut haften wird. Wahrscheinlich wird das 
Wachs beiden Zwecken dieneti. 

DaB ein Hautwachsiiberzug zur besseren Isolierung der Larve 
gegen Wasserabgabe durch Verdunstung ein brauchbares Mittel ist, 
bedarf keiner Begriindung. 

Die Larven sind imstande, ihren Wassergehalt ziemlich konstant 
zu halten. Es spielt dabei, abgesehen von der Lebensweise, die Menge 
des Chitins und der Fettbestand eine Rolle. 

Kurz nach der Hautung ist die Chitinhiille weich. Sie erhartet 
dann in einigen Tagen, sicher unter Wasserabgabe, so da auch hier- 
durch Schwankungen im Wassergehalt auftreten kénnen. 

Einige orientierende Versuche zeigen die relative Konstanz bei 
nicht allzusehr voneinander in dem Gewicht verschiedenen Tieren. 

Es liegen mir zwei genauer durchgefiihrte Untersuchungsreihen 
vor, von denen die eine Mitte Juli an gewéhnlichen Kleietieren durch- 
gefiihrt wurde, die andere einen Monat spiter an Tieren, die 10 Tage 
vor dem Versuch mit reichlich Fleisch gefiittert waren. Es ergab sich 
fiir die Kleietiere auf das volle Kérpergewicht berechnet ein Wasser- 
gehalt, der zwischen 58,5 und 59,5°,, schwankte. Auf fett- und chitin- 
freie Substanz berechnet, schwankten die Werte zwischen 75,0 und 
77,6°,. Bei den Fleischtieren, die in der letzten Zeit vor dem Versuch 
mit der Nahrung reichlicher Wasser aufgenommen hatten, betrug der 
Wassergehalt auf Gesamtkérper berechnet 60,8 bis 63,7°.,, auf fett- 
und chitinfreie Substanz berechnet lag der Wert zwischen 77,5 und 80,7 “,.. 

Es ist also keine Frage, daB die Fleischtiere etwas wasserreicher 
waren als die gewéhnlichen Kleietiere. 

In einer dritten Versuchsreihe betrug der Wassergehalt von Tieren, 
lie 17 Tage in vakuumtrockener Kleie mit trockener Luftdurchstr6mung 
geweilt hatten, auf Gesamtkérper 53,3°,,, auf fett- und chitinfreie 
Substanz berechnet dagegen 75,5°,,. Die Trockentiere hatten wahrend 


des Versuchs etwas zugenommen, und zwar zwolf Stiick von 1,415 
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auf 1,474 g. Sie waren besonders fettreich, wodurch der niedrige Wasser- 
gehalt der Gesamttiere erklart ist. 


Versuche an Tenebrio. 





, : : Wasser in fett 
Zahl Gewicht Wasser- Ather- 


Datum der pro Tier gehalt oxivaicd Eiweib Chitin a 
Larven ‘ 
g be O%, OF, 0), 0/5 
Kleietiere 
14. VII. 12 0,15 58,5 13,8 18.9 8,18 75 
it. Vee 12 0,15 59,5 12,34 17,8 8,34 75,3 
17. VI. 24 0,068 59.4 13,03 15,91 10,40 77.6 
Fleischtiere 
20. VIL. 10 0,085 63,7 10,96 15,68 10,49 80,1 
20. VIII. 10 0,147 61,1 11,26 16,55 9,90 77,5 
20. VIII. 10 0,109 60,8 12,00 14,94 12,55 80,6 
20. VIII. 10 014 63.4 10,45 15,28 10,88 80,7 
Trockentiere 
26. VII. 12 0,123 53,3 18,4 14 11 75,5 
Hungertiere (trocken) 
26. VII. 5 0,15 56,46 11 18 13 74,2 
Kafer 
20. IX. 10 0,114 63,5 6,59 15,83 10,99 77,0 
25. IX. 10 0,109 64 7.61 9,81 17,15 83,9 
Sa 20 0,07 54,5 4.15 16,39 24.40 76.2 
i. Se 20 0,073 5d 5,46 16,83 22.60 76,4 


In einer Hungerreihe, bei der zwélf Tiere ohne Nahrung in trockene1 
Luft gehalten wurden, starben in 16 Tagen vier Tiere, drei hatten sich 
verpuppt. Die vier toten waren, bis auf einige Chitinreste, von den 
iiberlebenden verzehrt. 

Methodik. 


Die gewogenen Tiere wurden mit etwas Ather getétet und dann mit 
der Schere zerkleinert, um das Trocknen zu beschleunigen. Die nicht zer- 
kleinerten Tiere sind nur durch sehr langes Trocknen zur Gewichtskonstanz 
zu bringen. Es wurde bei 105° zur Konstanz getrocknet, dann mit warmem 
Ather ausgezogen und die Menge des Atherextrakts bestimmt. Der Riick 
stand wurde nun der Verdauung mit Pepsin-Salzsiure mehrere Tage unte! 
worfen. In der erhaltenen Lésung wurde der EiweiBgehalt aus der Stick 
stoffbestimmung berechnet. Der gut ausgewaschene, mit Alkohol und Athe1 
getrocknete Riickstand wurde als Chitin in Rechnung gesetzt. Wenn es 
sich auch nicht um absolut genaue Werte handelt, so erméglichen sie doc! 
einen Uberblick. 


Die Tabelle ergibt zur Geniige, daB die Larven, wenn nicht dure! 
Verfiitterung von Fleisch besonders feuchte Nahrung gegeben wird 
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ob sich das gleiche durch Verfiitterung von Obst, Mohrriiben usw. 
erreichen laBt, habe ich bis jetzt nicht gepriift —-, auch dann, wenn sie 
der Gefahr der Austrocknung ausgesetzt sind, ihren Wasserbestand 
auBerordentlich konstant erhalten. Bei den gewéhnlichen Kleietieren 
spielt die GréBe bei mittelgroBen und groBen Tieren auch keine nennens- 
wert Rolle. Die verhaltnismaBig starke Divergenz der Chitinwerte 
ist durch die verschiedenen Stadien des Hautungsprozesses wohl ge- 
niigend erklart. 

Zum Vergleich seien noch einige Zahlen fiir ausgeschliipfte Kafer 
angefiihrt. Die Gruppe 1 betrifft eben ausgeschliipfte Tiere, deren Chitin 
noch nicht pigmentiert ist. Gruppe 2 enthalt Tiere, deren Chitinhiille 
braun ist, und Gruppe 3 und 4 schwarze Tiere. 

Es ergeben sich auch fiir die Kafer, wenn man auf fett- und chitin- 
freie Substanz rechnet, im wesentlichen die gleichen Wasserwerte 
wie bei den Larven. Der hohe Wert der Gruppe 2 ist der niedrige 
EiweiBwert laBt an einen Versuchsfehler denken mir in seiner Be- 
deutung nicht klar. Es ist von Interesse, wie stark der Fettgehalt 
waihrend des Puppenstadiums zuriickgegangen ist. AuBerdem ist die 
schnelle Zunahme des Chitins ein zahlenmaBiger Ausdruck fiir die 
Tatsache des Hartwerdens der Chitinhiillen. 

Als Beispiel fiir die auBerordentlich groBe Widerstandsfahigkeit gegen 
Trockenheit seien zwei Versuche erwahnt. In dem einen Versuch wurden 
zehn Larven aut Trockenkleie in trockener Luft vom 28. Februar bis zum 
2. Juni im Versuch gehalten. Am 22. Mai waren noch eine Larve, vier 
Puppen und vier Kafer vorhanden, am 2. Juni noch fiinf Kafer und eine 
Puppe. Das Anfangsgewicht der Larven betrug 0,19 g; es waren ausgesucht 
groBe Tiere. Trotzdem waren am 8. April noch sieben Larven neben drei 
Puppen: vorhanden. Das Durchschnittsgewicht hatte auf 0,124 g pro 
Individuum abgenommen. Am 19. April waren drei Larven, sechs Puppen, 
ein Kafer — mit dem Einzelgewicht von 0,12 g —, selbst am 22. Mai war 
noch eine Larve vorhanden. Am 2. Juni waren fiinf Kafer und eine Puppe 
lebend. Vier Tiere tot. In einem Parallelversuch mit zehn Tieren, die 
weniger schwer waren — 0,1634 g pro Exemplar —, war der Verlaut folgender : 
8. Marz: Einzelgewicht 0,166 g, neun Larven; 29. Marz: 0,155 g, neun 
Larven; 8. April: 0,16g, zwei Puppen, sechs Larven; 2. Juni: 0,145 g. 
drei Kafer, zwei Puppen, eine Larve. 

Ohne auf Einzelheiten einzugehen, ersieht man, daB auch bei 
diesen Trockenversuchen eine Durchentwicklung von der Larve bis 
zum Kafer méglich ist. Auch bei den kleineren Tieren war die Ver- 
puppung in derselben Zeit erfolgt wie bei den gréBeren. Allerdings 
war die Mortalitat bei den kleineren Larven etwas gréBer. Am 8. April 
lebten die gréBeren Tiere noch alle, von den kleineren waren zwei ge- 


storben. Die aus der gleichen Zucht stammenden frei weitergeziichteten 
Tiere waren anfangs April schon simtlich verpuppt bzw. als Kafer 
ausgeschliipft. Wahrend hier also die Verpuppung durch die Trocken- 
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durchstrémung offenbar betraichtlich verzégert ist, kann durch andere 
Stérungen die Entwicklung auch beschleunigt werden, vor allem durch 
Verschlechterung der Ernahrungsverhaltnisse. Ich habe wiederholt 
beobachtet, daB Larven selbst unter dem Durchschnittsgewicht von 
0,12 g innerhalb weniger Tage zur Verpuppung schritten, wenn sie 
in ein ihnen nicht zusagendes Nahrungsmilieu kamen. Z. B. verpuppten 
sich Larven auf Kleie, die vorher mit Ather entfettet war, in wenigen 
Tagen. 

Selbstverstandlich war die Kleie vor dem Fiitterungsversuch wochen- 
lang gut durchliiftet, so daB es ausgeschlossen ist, daB etwa durch Reste 
von Ather die vorzeitige Verpuppung, die innerhalb etwa einer Woche 
bei einer groBen Zahl der Tiere einsetzte, angeregt wurde. Fiir den mensch- 
lichen Geruch waren auch die petrolartigen Riechstoife, die bei der Ver- 
dunstung des Athers lange anhaften, verschwunden. Trotzdem nahmen 
die Larven das Futter nicht an. Eine Kotbildung lieB sich auch nicht 
nachweisen. 

Auch bei reinen Hungerversuchen beobachtet man oft vorzeitige 
Verpuppung. Es ist das nichts Besonderes, denn ahnlich reagieren 
wohl die meisten Schmetterlingsraupen. Ist eine gewisse Verpuppungs- 
reife vorhanden, so tritt die Verpuppung ein, wenn eine Gefahr fiir 
die Weiterentwicklung der Larve besteht. Im Puppenstadiu.n ist 
der Organismus am besten gegen Schadigungen gesichert. Warum 
im Trockenversuch eine erhebliche Verzégerung der Verpuppung 
eintritt, dariiber kénnte man héchstens Vermutungen anstellen. 


Zusammenfassung. 

1. Tenebrio molitor ist auBerordentlich widerstandsfahig gegen 
Austrocknen. In Kleie, die im Vakuum getrocknet ist, kann die an- 
nihernd ausgewachsene Larve im trockenen Luftstrom monatelang 
leben und die Metamorphose bis zum Kafer durchmachen. Das Wachs- 
tum der Larven sistiert bald. Nicht verpuppungsreife Larven stellen 
ihr Wachstum ebenfalls rasch cin und kénnen monatelang in diesem 
Entwicklungsstillstand verharren. 

2. Das durch Verbrennung entstehende Wasser kondensiert sich 
bei trockener Kleie in der Umgebung der Larven und kommt auf diese 
Weise indirekt sicher den Larven zugute. Da Wachstumsstillstand 
oder wenigstens starke Wachstumsverlangsamung eintritt, ist die 
Frage, ob das Oxydationswasser fiir die Lebensvorgange direkt nutzbar 
gemacht werden kann, praktisch nicht zu entscheiden. 

3. Die Anpassung an abnorme Trockenheit geschieht auf mehr- 
fachem Wege: a) durch Einschrankung der Lebensvorginge, b) durch 
Kondensation des Oxydationswassers an der Oberflache. 

4. Es besteht eine reichliche Produktion eines wachsartigen Stoffes, 
der geeignet ist, zur Isolierung gegen Feuchtigkeitsabnahme zu dienen. 
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Die Mehlwurmlarve ist durch ihre Chitinhaut, wahrscheinlich in Ver- 
bindung mit einem Wachsiiberzug, imstande, ihren Wasserbestand 
auBerordentlich hartnackig festzuhalten. 

5. Bei dem gewoéhnlichen Leben in lufttrockener Kleie wird, was 
den Kaloriengehalt anbelangt, ein starker Raubbau getrieben. Nach 
spiter mitzuteilenden Untersuchungen bestehen die Exkremente 
nach Kleienahrung zu weit iiber 80°, aus unausgenutzter Kleie. Da 
der Kleiekot wasserirmer ist als die Kleie selbst, kann sich die Larve 
auf diese Weise einen gréBeren Wasservorrat beschaffen. 

6. Im Trockenversuch ist die Nahrungsaufnahme stark herab- 
gesetzt. Die Nahrung kann in diesem Falle nicht als Wasserquelle 
dienen, ehe sie durch Kondensation von Oxydationswasser wieder eine 


gewisse Feuchtigkeit erlangt hat. 


Die Vergirbarkeit verschiedener Zuckerarten durch Rattenleber. 
Ihre Abhingigkeit vom Ernihrungszustand des Versuchstiers 
und yon jahreszeitlichen Einfliissen. 


(Untersuchungen iiber Milchsiuregirung von Warmbliitergeweben.  IIT'.) 


Von 
Otto Rosenthal. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Instituts fiir Krebsforschung an 
der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 30. August 1930.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 
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I. Kinleitung. 
Die Veranlassung, verschiedene Zucker auf ihre Vergiarbarkeit 


durch Lebergewebe zu priiten, wurde durch die Tatsache gegeben, 
daB Traubenzucker im Gegensatz zu seiner Stellung bei allen wbrigen 
darauf untersuchten Geweben? sich hier als ein ungeeignetes Gar- 
substrat erwies. Weder die geringe Milchsaurebildung, die nach sofortigem 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung des Deutschen Zentralkomitees zur 
Ertorschung und Bekimpfung der Krebskrankheit und der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschait. 

2 O. Rosenthal u. A. Lasnitzki, diese Zeitschr. 196, 340, 1928; Zeitschr. 
f. Krebsforsch. 27, 125, 1928. 
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Ersticken von in Ringerlésung suspendierten Leberschnitten ernahrter 
oder hungernder Ratten auftritt, noch die Steigerung der Garungs- 
intensitat, die Extragirung, die beim Gewebe ernahrter Tiere durch 
Einschalten einer halbstiindigen Aerobiose bei Kérpertemperatur vor 
der Erstickung zu erzielen ist, werden durch Fehlen oder Vorhanden- 
sein von Glucose in der Suspensionsfliissigkeit nennenswert beeinflubt!. 

Als Ausgangsmaterial der Milchsiiurebildung beim Lebergewebe waren 
also nur zelleigene Zucker anzusehen, und dieser Annahme entsprach 
der Ausfall der Extragirung beim Hungertier. Da aber die Konzentra- 
tion der zelleigenen Zucker durch die Ernahrung nicht konstant zu 
halten ist, lieB sich bisher die Frage nicht entscheiden, ob fiir die Ent- 
stehung der sehr verschiedenen Grébe der Extragirung bei verschiedenen 
Lebern Unterschiede im Kohlenhydratgehalt oder in der Wirksamkeit 
eines anderen, die Aktivierbarkeit des Giairvermégens bestimmenden 
Faktors verantwortlich zu machen seien. Bei Kenntnis eines durch 
Lebergewebe vergiirbaren Zuckers schien die Méglichkeit gegeben, 
diese Frage durch Versuche mit Gewebe von Hungertieren, dessen 
Kigenkohlenhydratgehalt klein und verhaltnismaBig konstant ist, zu 
kliren. Hierbei ist nach den Ergebnissen beim Speicheldriisengewebe?, 
das sich ja, obwohl hier der in der Suspensionsfliissigkeit enthaltene 
Traubenzucker vorwiegend Giarsubstrat ist, beziiglich des Auftretens 
der Extragéirung beim Ersticken nach einer halbstiindigen Aerobiose 
und der Wirkung von Kalium und Calcium auf diesen Vorgang analog 
wie Lebergewebe verhalt, die Rolle des Substrats nicht nur als Material 
der Milchséurebildung waihrend der Anaerobiose, sondern auch als 
eines fiir das Zustandekommen einer Garungsaktivierung bei Sauerstoff 
gegenwart notwendigen Faktors anzusehen. 

Allerdings war nach einem weiteren Ergebnis der vorangegangenen 
Mitteilung schon mit der Méglichkeit zu rechnen, daB das Fehlen des 
Garsubstrats nicht der allein bestimmende Faktor fiir das Ausfallen der 
Extragirung bei der Hungerrattenleber sein miiBte, sondern dal die 
Wirkung des Hungers auch auf einer Herabsetzung gewisser fermen- 
tativer Fahigkeiten von Geweben beruhen kénnte: Bei der Submaxillaris 
von Hungerratten war die Garung in glucosehaltiger Ringerlésung 
stets geringer als bei ernahrten Tieren, obwohl die Leergarung kaum 
vermindert war. Auch die Extragirung fiel einmal ganz aus und war 
einmal gering. 

Im folgenden wird gezeigt werden, daB tatsaichlich das Garvermégen 
von Hungerrattenleber herabgesetzt ist: denn auch solche Zucker, 
die vom Lebergewebe ernaihrter Tiere nach sofortigem Ersticken mit 


1 Diese Zeitschr. 207, 263, 1929. 
2 Ebendaselbst 211, 295, 1929. 
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groBer, der Intensitat der Spontangaérung nach nachtraglichem Er- 
sticken gleichkommender Geschwindigkeit vergoren werden kénnen, 
werden vom Gewebe des Hungertieres nur auBerst langsam in Milch- 
siure verwandelt. 

Il. Methodik. 

Die Messung der anaeroben Giarung der Leberschnitte erfolgte nach 
der Warburgschen manometrischen Methode!. Die Messung begann LI bis 
13 Minuten nach Einhangen der Manometer in den Thermostaten (37,5°). 
Die Druckanderungen wurden in der ersten Stunde alle 10 Minuten, in 
der zweiten alle 20 Minuten abgelesen. 

Suspensionsfliissigkeit ist KRingerlésung nach Warburg (Cyayco 

2,6. 10-2 Mol /Liter). Die Zucker wurden in der bicarbonatfreien Stamm- 
lésung gelést. Die dadurch bedingte geringe Erhéhung des osmotischen 
Druckes wurde vernachlassigt. 

Falls die Vergarungsgeschwindigkeit eines Zuckers sich als groB er 
wiesen hatte, wurde stets in einigen Versuchsreihen nach Beendigung der 
Messung der Bicarbonatverbrauch (manometrisch), der Zuckerverbrauch 
nach Hagedorn-Jensen® und der Milchséuregehalt der Suspensionsfliissigkeit 
(nach Fiirth-Charnas-Clausen® bzw. Mendel-Goldscheider*) bestimmt. 

In den Versuchen, in denen Bicarbonat- oder Reduktionsbestimmungen 
ausgefiihrt werden sollten, wurden die Gewebsschnitte unmittelbar aus der 
hbicarbonat- und zuckerfreien Ringerlésung (Sp), in der die Préparation 
erfolgte, in die mit 2 cem der jeweiligen Versuchslésung beschickten Mano- 
metertrége tibertragen. Nach Beendigung der manometrischen Messung 
wurde die Suspensionsfliissigkeit unter mehrmaligem Nachwaschen von 
Trog und Schnitten mit Sp in einen MeBkolben (10 oder 20 cem) iiber- 
pipettiert und zur Marke aufgefiillt. In aliquoten Teilen dieser verdiinnten 
Suspensionsfliissigkeit (je 1,0 bis 2 ccm fiir jede Einzelbestimmung) wurden 
die Bicarbonat- und Reduktionsbestimmungen vorgenommen (stets ein 
Doppelbestimmungspaar). Falls die Milchsiurebildung wahrend der 
Versuchszeit groB genug war, konnte der Rest der verdiinnten Suspensions- 
fliissigkeit noch fiir eine Milchséurebestimmung benutzt werden. 

Zu dem fiir die Zuckerbestimmung bestimmten Anteil wurden in einem 
Reagenzglas bei 1 cem Volumen 4 ccm 0,56 °,, bei 2,0 cem Volumen 3 ccm 
0,75 °jige Zinksulfatlésung und stets lecm n/10 NaOH zugegeben, wie 
iiblich 3 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt und unter Nachwaschen 
mit 6cem H,O in ein Praparatenglas oder einen Erlenmeyerkolben filtriert. 
Zum Filtrat kamen 4cem der sodaalkalischen n/100 Ferricyanidlésung. 
Nach beendeter Reduktion wurde das unverbrauchte Ferricyanid nach 
Zugabe von je 4 ccm der Essigséure und des Zink-Jodid-Kochsalzgemisches 
nach Hagedorn-J ensen durch Titration mit n/100 Thiosulfat (gegen Standard- 
jodat eingestellt) ermittelt. 


! Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Springer, 1926. 

2 Diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 

3 Technik des Warburgschen Laboratoriums; siehe Wind u. v. Oettingen, 
ebendaselbst 197, 170, 1928. 

4 Ebendaselbst 164, 63, 1925. Zur Ausfiihrung dieser Methode bei 
Suspensionsfliissigkeiten und zur Berechnung der wahrend der gesamten 
Verweildauer des Gewebes in der Suspensionstliissigkeit gebildeten Milch- 
siuremenge aus der wihrend der Messungszeit beobachteten Druckanderung 
vergleiche man die zitierte Arbeit von Lasnitzki und mir. 
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Reduziert wurde bei den Fructosebestimmungen wie iiblich 15 Minuten 
im siedenden Wasserbad, bei Triosebestimmungen mindestens 16 Stunden 
bei Zimmertemperatur ? (Ansatz vor Sonnenlicht zu schiitzen!). Bei langerer 
Expositionszeit (bis zu 24 Stunden untersucht) andert sich der Reduktions- 
wert nicht. 

Eine ebenso wie die Suspensionsfliissigkeit behandelte Verdiinnungs- 
reihe der Ausgangslésung — meist aus dem Trog des Thermobarometers 
entnommen — diente zur Ermittlung des Reduktionsfaktors: 


mg Zucker 





cem verbrauchtes n/200 Ferricyanid. 
Er war in dem untersuchten Messungsintervall (0,2 bis 0,6 mg Fructose 
bzw. 0,025 bis 0,20 mg Triose) konstant und betrug fiir Fructose etwa 
0,18, fiir Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton (bei frischen Praparaten) 
etwa 0,1. ‘ 

Zur Berechnung des Zuckerverbrauchs wiaihrend der Versuchszeit 
wurde auBerdem noch der Reduktionswert der Suspensionsfliissigkeit in 
einer Parallelbestimmung ohne Zuckerzusatz ermittelt, um die Abgabe 
reduzierender Substanzen aus den Schnitten festzustellen. Die Kalt- 
reduktion im Leerversuch war stets unerheblich (Verbrauch etwa 0,06 cem 
n/200 Ferricyanid). Dagegen war der HeiBreduktionswert hoch. Die 
Zuckerabgabe, als Fructose berechnet, betrug etwa 0,1 bis 0,15 mg pro 
Milligramm Gewebetrockengewicht und 2 Stunden und war  bedeutend 
groBer als die Milchsaiurebildung bzw. der Fructoseverbrauch. Hierunter 
leidet die Genauigkeit der Bestimmung des Fruchtzuckerverbrauchs waihrend 
dieser Zeit. Erwahnt sei noch, da8 fiir ,,Zuckerversuch“t und Leerversuch 
stets Schnitthalften, etwa 15 mg Gewebe, benutzt wurden. 


III. Versuchsergebnisse. 
1. Vergdarbarkeit von Glykogen, Disacchariden und einfachen Hexosen. 


In der Abb. 1 ist als Beispiel das Ergebnis einer Versuchsreihe 
mit Lebergewebe einer erndhrten Ratte wiedergegeben. Die Zucker- 
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Abb. 1. Leber einer ern&hrten Ratte. 
Mittlere Girintensitét in der ersten Versuchsstunde. (Versuch vom 11. Oktober 1929.) 


konzentration betragt 1,1 .10~* Mol/1, bei Glykogen 0,4°,. Die 
Saulen in der Abbildung stellen die in der ersten Versuchsstunde von 


1 Vgl. F. Silberstein u. F. Rappaport, Bestimmung von Dioxyaceton 
im Blute. Diese Zeitschr. 194, 105, 1928. 
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der Gewebsgewichtseinheit gebildete Milchsiuremenge oder die mittlere 
Garungsintensitaét in diesem Zeitabschnitt dar. 

Man erkennt, daB nur in der fructosehaltigen Lésung die Garungs- 
geschwindigkeit erheblich gréBer ist als im zuckerfreien Medium: sie 
betrigt hier das Siebenfache der Leergirung. In der Mehrzahl der 
iibrigen Zuckerlésungen wird die Leergirung nicht tibertroffen. Nur 
bei Gegenwart von Glucose und Mannose findet sich eine geringe Mehr- 
girung, die aber noch nicht ein Zehntel derjenigen in Fruchtzucker- 
losung betragt. 

Abb. 2 zeigt eine entsprechende Versuchsreihe mit Gewebe vom 
Hungertier. Die Leergérung ist hier noch etwas geringer als bei dem 
ernihrten Tier, so daB eine etwaige schwache Vergarbarkeit eines 
Zuckers deutlicher hervortreten sollte. Trotzdem ist wieder nur 
bei Gegenwart von Mannose, Glucose und Fructose eine Mehr- 
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Abb. 2. Leber einer Hungerratte. 
Mittlere Garintensittat in der ersten Versuchsstunde. (Versuch vom 21. Oktober 1929.) 


girung festzustellen, die aber auch in Fruchtzuckerlésung von der- 
selben geringen GréBenordnung ist wie bei den beiden anderen 
Hexosen. 

Von allen gepriiften Zuckern wird also nur der Fruchtzucker, 
und zwar nur vom Gewebe ernahrter Tiere, mit erheblicherer, der 
Intensitat der Extragérung nach nachtriglichem Ersticken gleich- 
kommender Geschwindigkeit vergoren. 

In der Tabelle I sind die Ergebnisse aller Versuchsreihen zusammen- 
gestellt, in denen die Vergirbarkeit von Glucose und Fructose durch 
Lebergewebe verschiedener ernihrter und hungernder Ratten gepriift 
wurde. Bei den Hungertieren ist die GréBenordnung der Mehrgarung 
in diesen Zuckerlésungen einheitlich gering, in Ubereinstimmung mit 
dem oben abgebildeten Einzelversuch. Bei Glucose betragt sie im Durch- 
schnitt 0,2 = 18°, der Leergirung. Da dieser Wert nicht weit auBer- 
halb der methodischen Fehlerbreite liegt, ist es verstandlich, daB in 
einigen Versuchsreihen keine Mehrgarung nachzuweisen ist. Bei Gegen- 
wart von Fruchtzucker ist zwar stets eine starkere Mehrgarung nach- 








359 


“qopyiqos ua4yl Moan O- PVA Yop she pulls oPoMOITUISFUNIEDIYyOTY O1(E :Funysowuy 


















3 9¢ rd 6¢0 £20 #9 1 8é I col [ON * 
© 091 GL LOT gO ~CL'T 61'T 890 3 col ‘M'X ‘SI | ‘*X ‘T2 | 6 a 
= 83 1 £60 60°U 901 260 €8"0 é cil ‘M'‘X ‘8 >» ss 8 
= OL Lg T8'0 L¥0 E91 CTT os 0 re) Gol “M ‘IA ‘9 ‘IA ‘$1 L 
= U9 Og €o0 PFO orl ee 1 68°U $ cit ‘M VIA ‘9 ‘IA ‘OT 9 
s 6z61 6261 
5 0€ | Oro Oru ELT cs | cel e? OT *“M “XI? , ¢ 
a ug 61 zo'0 0z'0 1g'T ra gO‘) ’ ‘Aw | cA cet | 
E €¢ .- €L'0 cO0 OV] €¢e 1 LET sa Z “AIS ‘A ‘tI & 
BI OS 9T g90 130 661 UCT 62 1 = “ALE ‘A 6 G 
eI ¥E 1g 60 8¢0 go‘ 9¢'T Lam ~ 7 “AL'S “AL ‘0G I 
N r R261 8Z61 
© ‘CPIS SF BMJO }lezZJesuNPY) Ustotjsesuny] UOA aqemer “YW 
A 0} 0 datos | 3 
¢ 4 bs O-dA O--» OD | Orman We Gebel 
P O~d 0-9 ee? ee di ade: Bz pil Gide a Joysyonsio, | sittin, uInyEd ! ‘IN 
= SuaspSsqog, oBpucs01g -19yOnz a AO) | 
= [apungssyonsid A ue4sie Jop Ul (7.0) PEPSUOJULIB!) G4] FIT] | 
= ‘Ua}}BY JopUOFUNY pun JOPIYYUdO EGOMeDJoGe"] YOUNp osoon[y) PUN oesOZONAT UOA JloyrEquRssoA OIC] 
1 QOL 
_ ae - Oe 22 8 4 
@ gp@ebhee BABES £8 £84 ePePraagtea 





y 
| 
| 
( 
| 
( 

e 
( 
J 
U 
Z 
I 
) 
c 
V 
t 
8 
Z 
d 
u 
Si 
g 
d 
8 
g 
B 

t 

k 

gi 

V 

g 

el 

h 

F 

Sé 

- 

wl 





‘qopriqes U9}I9 MW -2R 0-109 usp she puUIs oWeM[O]WTUISsUNIRZIYyOW sq]: Sunysowuy 























bed rd OF 190 06'9 eos #13 ‘PRIN 

0g9 g¢ L¥'9 eg‘ oes sot | got o oct | ‘MX § || ‘X ‘TT gT 

LL j c6‘0 20°0 40% Wt | BUT p c | "MX ‘§ | ‘X ‘OT LT 

TOT OF Loe 20% Tor Go‘ gu's 2 O1T ax 8 ix 9T 

P81 99 Gol 09% aaa 999 | 96°¢ .) QFE (CAN '8S “X"L)|| TAD gT 

| 5261 | 6261 

L¥ ;= $9'0 10°0 — 66'T set | ag 2 ost “M IIA 3 X a 

6F “— gc‘ 910 — 89'T L460 =|) StT P cet | “M‘IIA% ‘X ‘CT 31 

gel 0g — 6F'¢ LOT— | 806 sro | a's e O11 | ‘M‘XI $b | ‘X 6 ra 

COG 8 eI L181 ast | Wh | BZ re) Ost | ‘M ‘XI F = % IT 
= OL 9L OFF on | wo | sso | wT rs cst | ‘M‘XI % || ‘Xx ‘9 Ol 
& OFF i +66 oe'0 — ool | «6P6T OU} CO C98S =~ c | ‘M‘XI P XI'8 | 6 
= 29 2 90'T Zr'0 91% are |S COLT ~_ 06 | “M‘ITA’S | “ILA‘0E 8 
Z O¥% 8% eS Z¢'0 oLF Tt | 6ST 2 ‘A HI} ‘A OT | L 
Po GLE . >= LIT 60°0 — ‘FI g0§ | srs —_ @ || ‘A WW] ‘A ‘ST 9 
a 8L ; = 260 ‘0 — 01% | Lor | sit - 4 “AI ‘€ ‘A ‘IT | @ 
oe tw | t- ~0—- I0—- 7; | at | oe - . ‘AI '§ |} ‘A ‘OT ¥ 

Org v6 9F'6 FO'T | os | oat 2 ‘AI § | “AI‘SS || & 

oT 91 9F'2 G30 oy | wt | wii - a “AIS || ‘AI'GS || @ 

462 9¢ 6o'F L8‘0 c1'9 | SHS wt i- “AL ‘€ || ‘AL'Y I 

I 8261 | 8261 
‘adel y, JoylyBUse eqemeny ‘“g 

J %lo | 2 WeTYos 3 3 l 

0 0 O-d O—-»D osoionag asoonty suey oune “9 | PEMeD ban Sw 

O=a 0—9) 0&0 yum | Jo GO yur . soNsyoNsI0 A OLIOSIOLL, umnyeq “IN 

FunsyZiyox es yuez01g -19 407 ae AO [BLIOJBULIOL } 

& ‘(Zunzjosq10,q) J 27729, 














Vergirbarkeit verschiedener Zuckerarten durch Rattenleber usw. 361 


zuweisen ; sie betragt im Mittel 0,54 oder 50°, der Leergarung, bei einer 
Schwankungsbreite zwischen 0,2 und 0,8 oder 30 und 70°,. Aber es 
kénnte aus der absolut niedrigen Garungsgeschwindigkeit in Fructose- 
lésung, die im Durchschnitt nur um etwa 25°, tiber der Garungs- 
geschwindigkeit in Glucoselésung liegt, niemals auf eine Sonderstellung 
des Fruchtzuckers geschlossen werden, wie sie nach den Versuchen 
bei ernahrten Tieren tatsachlich besteht. 

Weitaus gréBer als bei den Hungerratten ist die Streuungsbreite 
der Mehrgairungswerte bei den erndhrien Tieren. Die Mittelwerte 
ergeben zwar dasselbe Bild wie die eingangs besprochene Versuchsreihe : 
die Mehrgarung in Glucoselésung erreicht nur den zehnten Teil der- 
jenigen im fructosehaltigen Medium; der Prozentwert iibertrifft nur 
unerheblich den bei Hungerratten gefundenen, wahrend bei Frucht- 
zuckergegenwart die Leergirung um mehr als 200°, (gegeniiber 50°, 
bei Hungertieren) tibertroffen wird. Im einzelnen aber schwanken die 
Mehrgarungswerte in den Fructoseversuchen zwischen — 0,1 und + 12 
oder zwischen — 5 und + 700°, und in den Glucoseversuchen zwischen 

0,5 und + 3, oder 10 und + 90°... 

Bei den Glucoseversuchen interessieren diejenigen Mehrgirungs- 
werte, welche die bei Hungerratten gefundene GréBenordnung iiber- 
treffen. Ob man aus ihnen schlieBen kann, daB nicht nur Fruchtzucker, 
sondern auch Traubenzucker und damit vielleicht jeder vergirbare 
Zucker vom Gewebe des ernihrten Tieres schneller vergoren wird, soll 
dahingestellt bleiben. Aus den in der ersten Mitteilung wieder- 
gegebenen Glucoseversuchen ging dies nicht hervor. Dagegen 
scheint folgendes zu sprechen: Die héchsten absoluten Mehr- 
girungswerte finden sich gerade in solchen Versuchsreihen, in denen 
die Leergarung groB ist, und in diesen beobachtet man bei ver- 
schiedenen Gewebeportionen bisweilen um 30°, differierende Leer- 
garungswerte. 

Unter den Fructoseversuchen besitzen diejenigen eine prinzipielle 
Bedeutung, in denen die Mehrgarung nicht gréBer ist als beim Hunger- 
tier. Sie beweisen, daB das Ernahrtsein der Versuchstiere fiir die Fahig- 
keit des Lebergewebes, Fructose mit groBer Geschwindigkeit zu ver- 
giren, nur notwendig, aber nicht hinreichend ist. Wie in der ersten 
Mitteilung gezeigt wurde, gilt fiir das Zustandekommen der Extra- 
garung die gleiche Regel. Wahrend sich aber nur sehr wenige Lebern 
ernahrter Ratten beziiglich der Extragérung wie Hungerlebern ver- 
hielten, namlich 3 unter 35 oder 8,5°., ist ihr Prozentsatz bei der 
Fructosevergarung weit héher: Er betragt bei den in Tabelle I zu- 
sammengestellten Versuchen 28°,,, wenn man prozentige Mehrgarungs- 
werte unter 100 bei gleichzeitigen absoluten Mehrgarungswerten 
unter 1,0 als atypisch bezeichnet. 


362 O. Rosenthal: 


Die Haufigkeit dieser atypischen Versuche ist offenbar jahreszeit- 
lichen Einfliissen unterworfen (vgl. Abb. 3 und 4). Es fanden sich unter 
39 zwischen April und Oktober 1928 ausgefiihrten Versuchen 8 atypische, 
unter 19 Versuchen zwischen Juni und Oktober 1929 1 atypischer 
und 3 mit nur unbetrachtlich héheren Mehrgarungswerten, im Mitte] 
beider Jahre also etwa 20°,, die sich anscheinend regellos auf die 
verschiedenen Monate verteilen. Dagegen verhielten sich von 18 
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Abb. 3. Lebergewebe ernihrter Ratten. 

Mittlere Garungsgeschwindigkeit in der ersten Versuchsstunde bei Fructosegegenwart. 
Das Ergebnis der Einzelwerte ist durch Kreuze (+) markiert. Diejenigen Versuche, in denen 
die prozentige Mehrgirung unter 100°), und gleichzeitig die absolute Mehrgirung unter 1.0 
lag, sind durch ein Kreuz in einem Kreis ( ) bezeichnet. Die Mittelwerte fiir die einzelnen 
Monate sind fiir das Jahr 1928 durch Punkte (@) bezeichnet und durch eine punktierte Linic 
verbunden. In den Monaten zwischen Juni 1929 und Februar 1930 geben die Vierecke (}) die 
Mittelwerte an. Sie sind durch eine gestrichelte Linie verbunden. Die Mittelwerte fiir Juni 

und Juli 1930 sind durch Parallelogramme (_)) markiert. 
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Abb. 4. Lebergewebe ernihrter Ratten. 
Mittlere Girungsgeschwindigkeit in der ersten Versuchsstunde bei Fructosegegenwart. Mittel- 
werte aus simtlichen in dem jeweiligen Monat ausgefiihrten Versuchen. 


zwischen 28. November 1929 und 28. Februar 1930 untersuchten er- 
nihrten Ratten 14 oder 80°, wie Hungertiere. Rassen und GréBen- 
unterschiede spielen ebensowenig wie bei der Extragarung bei dieser 
Erscheinung eine Rolle. 

Erwahnt sei noch, daB sich diese atypischen Lebern ernahrter 
Tiere nicht in jeder Beziehung wie Hungerlebern verhalten. Sie ver- 
giren, wie in Abschnitt III, 3 gezeigt wird, Glycerinaldehyd mit groBer 
Geschwindigkeit, und nach nachtraglichem Ersticken tritt, soweit 
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geprift, sowohl eine Extragirung wie auch eine erhebliche Mebrgarung 
in Fructoselésung auf. 

Da auf die Beziehung zwischen Extragérung und Fructosevergarung 
noch in einer spateren Mitteilung gesondert eingegangen werden wird, 
soll im folgenden nur noch untersucht werden, ob die bei der Fructose- 
vergirung entstehende Saure eine fixe Saure ist und die Reaktionen 
der Milchsdéure gibt, und ob sich Mehrgaérung und Fructoseverbrauch 
annahernd entsprechen. 

In Tabelle II sind die Ergebnisse von Bicarbonatabnahme- 
bestimmungen zusammengestellt. 

Zu jeder Bestimmung wurden 2 cem der 1: 5 verdiinnten Suspensions- 
fliissigkeit bzw. Ausgangslésung benutzt. ale ist die aus der Druckaénderung 
wahrend der Messungszeit (120 Minuten) fiir die gesamte Verweildauer 
des Gewebes in der Suspensionsfliissigkeit berechnete CO,-Bildung. 

Die Ubereinstimmung zwischen den berechneten und den gefundenen 
Werten ist bei den Fructoseversuchen befriedigend, bei den Leer- 
versuchen, soweit die Anderung der Bicarbonatkonzentration gering 
ist, schlechter. Die Genauigkeit dieser Werte ist gering. Ein Fehler 
von 1°, bei der Bicarbonatbestimmung im aliquoten Teil ergibt bei 
einem Bicarbonatverbrauch von 100 cmm in der Suspensionsfliissigkeit 
den zehnfachen Fehler. Uberdies ist zu bedenken, das auch ae nur 
einen Naherungswert darstellt. : 

In Tabelle III finden sich die Ergebnisse vergleichender mano- 
metrischer und chemischer Milchséurebestimmungen. 

Die Werte fiir die Gesamtversuchszeit in Fructoselésung geben die 
von der jeweilig verwendeten Gewebemenge (etwa 15 mg) an die Suspen- 
sionsflissigkeit abgegebene Milchsiuremenge an. Zur chemischen Be- 
stimmung benutzt wurden bei der titrimetrischen Methode etwa */;, bei 
der kolorimetrischen !/, oder */, dieser Menge. Bei den Leergiirungsversuchen 
sind nicht die ermittelten Werte angegeben, sondern die aut Gewebegewicht 
der Fructoseversuche umgerechneten Werte. Die mdéglichen Ursachen fiir 
die meist gr6Beren Abweichungen zwischen den manometrischen und den 
titrimetrischen Milchsiurebestimmungen bei Leergiérungsversuchen sind 
bereits in der ersten Mitteilung erértert worden. 

Die Betrachtung der Tabelle ergibt als wesentlichstes Resultat 
eine befriedigende Ubereinstimmung zwischen chemischen und mano- 
metrischen Milchséurebestimmungen in den Fructoseversuchen. Weiter- 
hin zeigt sich, daB sich auch fiir die relativen Mehrgarungswerte nach 
beiden Verfahren, trotz der langeren Versuchszeit und der Unsicherheit 
der chemischen Leergarungsbestimmung, meist die gleiche GréBen- 
ordnung ergibt. 

Da nur bei ernahrten Tieren, deren Lebergewebe ja stets erhebliche 
Mengen zelleigener Kohlenhydrate enthalt, groBe Garungsgeschwindig- 
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keiten in Fructoselésungen festzustellen sind, ist es von Wichtigkeit, 
zu prifen, ob zwischen der Mehrbildung an Milchséure im Fructose- 
versuch und dem Fructoseverbrauch Ubereinstimmung besteht oder in 
welcher sonstigen Beziehung diese beiden GréBen zueinander stehen. 


Wie die in Tabelle IV zusammengestellten Versuchsergebnisse 
zeigen, ist diese Frage nicht sicher zu beantworten. In Versuch 1 und 2 
der Tabelle IV A ist der Fructoseverbrauch annahernd gleich der mehr- 
gebildeten, in Versuch 3 dagegen gleich der gesamten gebildeten Milch- 
siure. Da die Entscheidung, ob der Fructoseverbrauch (V,.) der Mehr- 
bildung an Milchséure (M, M,) oder der Gesamtmilchsaurebildung 
(M,) entspricht, noch am leichtesten zu treffen ist, wenn VM, groB 
und (M,.—- M,) dagegen klein ist, habe ich auch einige Bestimmungen 
mit nachtraglich ersticktem Gewebe ausgefiihrt. Die gréBte Differenz 
zwischen M, und (M,— M,) ist in Versuch B3 zustandegekommen, 
und in diesem ist V, fast genau gleich M,. Auch in den iibrigen Ver- 
suchen ist der Quotient V,/M, immer dem Wert | angenadhert. Es 
ist also méglich, daB bei Gegenwart von Fruchtzucker die Milchsaiure 
zum iiberwiegenden Teil oder ausschlieBlich aus diesem Zucker und 
nicht aus den zelleigenen Kohlenhydraten entsteht, und daB also die 
,.Mehrgarung’ nicht die wahre Intensitat der Fructosevergairung 
ausdriickt, zumal da beim Glycerinaldehydumsatz (s. Abschnitt III, 3) 
die gleiche Beziehung sich zeigte. Eine sichere Entscheidung ist nicht 
zu treffen, weil die Voraussetzung der Fructoseverbrauchsbestimmung, 
daB die Abgabe reduzierender Substanzen durch die Schnitte mit 
und ohne Fructosezusatz gleich groB ist, nicht zu beweisen ist, und 
eine Mikromethode, Fructose neben anderen reduzierenden Substanzen 
mit geniigender Genauigkeit zu bestimmen, nicht existiert. 


Bemerkungen zu ITI, 1. 


1. Die Bedeutung der Leber fiir den Fructosestoffwechsel ist seit 
den Untersuchungen von Strauss'!, Sachs?, Holweg* und Isaac* iiber ver- 
minderte Fructosetoleranz bei lebergeschidigten Individuen bekannt. 


S. Isaac® fand in Embdens Laboratorium, da8B die kiinstlich durch- 
strémte Hundeleber Fructose in Glucose umzuwandeln vermag. 


Schon vorher war von S.Oppenheimer® im gleichen Laboratorium 
und mit der gleichen Technik die Fahigkeit der Hundehungerleber fest- 


Berl. klin. Wochenschr. 15, 1121, 1898. 

2 Zeitschr. f. klin. Med. 38, 87. 

8 Arch. f. klin. Med. 97, 443, 1909. 

4 ZusammengefaBt in Isaak u. Siegel, Handb. d. norm. u. pathol. Phys. 
o, 480. 

5 Hoppe-Seylers Zeitschr. 89, 78, 1913. 

6 Diese Zeitschr. 45, 30, 1912. 
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gestellt worden, Milchsiure mit gréBerer Geschwindigkeit aus Fructose zu 
bilden als aus Glucose. Beziiglich der Intensitat der Fructosevergarung 
kénnen die Ergebnisse von Oppenheimer wegen der andersartigen experi- 
mentellen Bedingungen nicht mit den hier besprochenen Versuchen ver- 
glichen werden. Es la8t sich also bisher nicht entscheiden, ob die Herab- 
setzung des Garvermégens von Lebergewebe durch den Hunger nur eine 
EKigentiimlichkeit des Rattengewebes ist oder allgemein fiir Lebergewebe 
die Regel darstellt. 


2. Uber jahreszeitliche Schwankungen zwar nicht fermentativer 
Fahigkeiten, aber der stofflichen Zusammensetzung des Lebergewebes 
liegen in der Literatur zwei Beobachtungen vor, die fiir die Erklarung der 
oben erérterten Erscheinungen von Wert sein kénnten. 


Bokelmann und Diekmann' geben an, daB ihnen im Winter bei zahl- 
reichen untersuchten Mauseserien der morphologische Nachweis von 
Glykogen miBlang, wahrend dies in den Sommermonaten niemals der 
Fall war. Es ist méglich, daB auch bei Winterratten, soweit sie sich wie 
Hungertiere verhalten, die Leber glykogenarm ist; aber selbst wenn dies 
regelmaBig der Fall sein sollte, bleibt noch ungeklirt, ob die Unfahigkeit 
des Lebergewebes, zugesetzten Fruchtzucker mit groBer Geschwindigkeit 
zu vergiren, auf der Glykogenarmut beruht, oder ob sowohl Glykogen- 
mangel wie Herabminderung des Garvermégens durch einen anderen Faktor 
bedingt werden. , 


Die zweite Beobachtung stammt von Handowsky?. Er findet, daB 
der Glutathiongehalt der Meerschweinchenleber im Sommer etwa das 
Dreifache des Wintergehalts betragt. Da Glutathion auf Oxydoreduktions- 
prozesse, die méglicherweise bei der anaeroben Zuckerspaltung ablaufen. 
beschleunigend wirken kénnte, war diese Angabe von Interesse. Ich habe 
bisher erst einige orientierende Glutathionbestimmungen*® im Sommer 
bei Lebern ernahrter Ratten, die Fructose mit groBer Geschwindigkeit 
umsetzen, und bei Hungerlebern mit noch geringerem Garvermégen als 
bei der Mehrzah!] der Winterlebern vornehmen kénnen. Im Vergleich zu den 
extremen Unterschieden im funktionellen Verhalten waren die Unterschiede 
im Glutathiongehalt nicht sehr betrachtlich. Im Mittel fanden sich 
145 mg-°, bei zwei Hungerlebern und 210 mg-°, bei zwei ernahrten, 
wahrend die von Handowski angegebenen Werte 90 mg-°, im Winter und 
280 mg-°,, im Sommer betragen (fiir das neuerdings von Hopkins* an- 
gegebene Molekulargewicht berechnet). Ein Zusammenhang zwischen 
Schwankungen im Garvermégen und Glutathiongehalt scheint mir des- 
wegen nicht wahrscheinlich. 


2. Vergdrbarkeit von phosphorylierten Zuckern. 


Wahrend von den meisten tierischen Geweben Glucose weitaus schneller 
vergoren wird als Fructose, zeigt Skelettmuskelbrei vom Frosch insofern 
ein dem Lebergewebe ahnlicheres Verhalten, als hier Fructose zwar nicht 
mit gréBerer, aber wenigstens mit der gleichen Geschwindigkeit wie Glucose 


1 Klin. Wochenschr. 9, 1211, 1930. 

2 Arch. f. exper. Pathol. 135, 143, 1928. 

3 Methode von Tunnicliffe, Biochem. Journ. 19, 194, 1925. 
4 Journ. of biol. Chem. S84, 269, 1929. 
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zu Milchséure gespalten wird'. Durch Extrakte aus Kalt- und Warm- 
bliitermuskulatur wird nach Meyerhof* Fructose sogar fast doppelt so schnell 
vergoren wie Glucose, wenigstens wahrend der ersten Garphase, solange 
noch unverestertes Phosphat im Extrakt zugegen ist. Wahrend dieser 
Veresterungsphase wird von zwei Molekiilen als primares Intermediar- 
produkt entstehenden Hexosemonophosphorsaureesters das eine zu Milch- 
siure gespalten, wihrend das andere in Hexosediphosphorsaure iibergeht. 
In der zweiten Garphase, in der die Garungsgeschwindigkeit klein ist, 
wird dann der Diester vergoren. Die schnellere Vergarung der Fructose 
wird von Meyerhof als ein Ausdruck fiir die gréBere Veresterungstendenz 
dieses Zuckers angesehen, da offenbar wihrend der ersten Garphase die 
Garungsgeschwindigkeit durch die Geschwindigkeit der Zuckerveresterung 
limitiert wird. Die beiden natiirlichen Hexosemonophosphorsaéureestet 
(Neuberg- und Robison-Ester) werden ebenso schnell wie die freien Zucker 
umgesetzt 3. 

Es lag nahe, die hervorragende Garfaihigkeit des Fruchtzuckers 
beim Lebergewebe durch das Vorliegen eines der besprochenen enzymati- 
schen Milchsdéurebildung analogen Garungsmechanismus zu erkliren, 
zumal da auch der zeitliche Verlauf der Milchsdéurebildung bei der 
Vergarung von Fructose durch Lebergewebe mit dem im Muskelextrakt 
Ahnlichkeit besitzt. Die relativ langsamere Vergirung dieses Zuckers 
durch Gewebe vom Hungertier kénnte dann an dem zu geringen Gehalt 
des Gewebes an fiir die Veresterung notwendigen Faktoren beruhen, 
sei es Phosphat oder eine cofermentartige Substanz. Garfahige Zucker- 
phosphorsaureester sollten dann mit der gleichen Geschwindigkeit von 
der Hungerleber und der Leber ernahrter Ratten gespalten werden. 
Bei Gegenwart von Monoestern, insbesondere des der Fructose chemisch 
naherstehenden Neuberg-Esters, ware mindestens die gleiche Gar- 
intensitat wie in Fructoselésung zu erwarten. 

Salze von den beiden bekannten Gérungsphosphorsaureestern und 
vom Neuberg-Ester wurden mir freundlicherweise von Herrn C. Neuberg 
zur Untersuchung iiberlassen, und zwar von der Harden-Youngschen 
Hexosediphosphorséiure das Magnesiumsalz, von der Robisonschen und 
der Newbergschen Hexosemonophosphorséiure die Bariumsalze. Von 
letzteren wurde vor jedem Versuch die benétigte Menge durch Fiallung 
mit der berechneten Menge Glaubersalz in die Natriumverbindung tiberfiihrt. 

Bei der Priifung der Vergarbarkeit dieser Ester durch Leber- 
gewebe erndhrter Ratten ergab sich aber, daB sie, wenn tiberhaupt, 
sicher nicht mit gréBerer Geschwindigkeit in Milchsaiure gespalten 
werden, als es bei Glucose der Fall ist, wahrend Fructose in diesen 
Versuchsreihen stets mit groBer Geschwindigkeit vergoren wurde. 


1 F. Laquer, Zeitschr. f. phys. Chem. 116, 1691, 1921; 122, 126, 1922; 
Laquer u. Meyer, ebendaselbst 124, 211, 1924; Loebel, diese Zeitschr. 161, 
219, 1925. 

2 Diese Zeitschr. 183, 176, 1927. 

8’ Ebendaselbst 185, 114, 1927. 
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Tabelle V. 


Vergérung der Hexosephosphorsaureester. Manometrische Garungsmessung 
und kolorimetrische Milchséiurebestimmung nach Mendel-Goldscheider 
(Versuchsreihe vom 27. Juni 1929.) Gesamtverweildauer des Gewebes 
in den Versuchslésungen etwa 100 Minuten; davon 75 Minuten bei 37,5°. 
Substratkonzentration 1,1 . 10—* Mol Liter. 





Substrat = Sete Se | eer | mew 
Qy? nach 60Min.. ... 2,98 1,67 1,23 0,57 11,6 
Milchsaurebildung (mg) 
Berechnet (Mian) - - 0,288 0,154 0,096 0,039 0,735 
Milchsaurebildung (mg) . 
Gefunden (M,,)) . . 0,265 0,325 0,215 0,175 0,678 
| ee 92 % 211% 225 % 450% 92% 
Mo). ~ ~ . 
- . 1,78 2,24 1,97 1,68 5,80 
mg Gewebe 
Milchsauremehrbildung in 
den Zuckerlisungen . _ + 245% + 105% —55% +225% 


Meist zeigte sich sogar eine scheinbare Hemmung der Spontan- 
girung bei Estergegenwart, die aber, wie vergleichende Milchsaure- 
bestimmungen bewiesen, auf einer teilweisen Retention der ent- 
standenen Saure beruhten. Da die Saureretention an und fiir sich in 
den benutzten Esterlésungen nicht sehr erheblich war — viel geringer 
als beispielsweise im Serum — ist es méglich, daB die Retention durch 
die Dephosphorylierung der Ester wahrend des Versuchs verstarkt 
wurde. Da die verwendeten Hexosephosphorsiuren durch tierische 
Fermente hydrolysierbar sind, ist durch Untersuchungen aus dem 
Neubergschen Institut! bekannt. 

Uberdies war in den meisten Versuchen die Leergarung so gering, daB 
wahrend der Messungszeit noch nicht diejenige Sauremenge entstanden 
sein konnte, fiir die die Retention bestimmt war. In einer Versuchsreihe 
mit Neuberg-Ester, in der die Spontangirung gr6éBer als gewohnlich war 
und tiberdies gréBere Schnittmengen (etwa 18 mg) verwendet wurden, 
war die Ubereinstimmung zwischen manometrischer und kolorimetrischer 
(Mendel-Goldscheider) Milchsiurebestimmung gut. Q*¥? in der ersten Versuchs- 
stunde betrug in zuckerfreier Lésung 4,5, bei Esterzusatz 4,8 und bei 
Fructosezusatz 12. 

Als Beispiel fiir die haufigeren zu geringen manometrischen Garungs- 
werte in den Esterlésungen ist in Tabelle V eine Versuchsreihe wieder- 
gegeben, in der Parallelbestimmungen mit allen drei Zuckerphosphor- 
sdureestern, mit Fructose und ohne Zuckerzusatz ausgefiihrt wurden 
und nach Beendigung der manometrischen Messung der Milchsaure- 


' Vgl. M. Tomita, diese Zeitschr. 131, 161, 1922. 
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gehalt der Suspensionsfliissigkeit kolorimetrisch bestimmt wurde. 
Wahrend die Q\-Werte in den Esterlésungen nur 4/; bis !/, des Leer- 
girungswertes betragen, differieren die kolorimetrisch gefundenen 
Milchséurewerte nur um + 26°, (Di-Ester), + 10,5°,, (Robison-Ester) 
und 11°, (Neuberg-Ester) vom Leerwert. Die Milchséiurebildung 
ist also mit und ohne Esterzusatz annahernd gleich groB; in Fructose- 
lésung betragt dagegen die Mehrgirung + 220°,,. 


Wegen der geringen Garfihigkeit der phosphorylierten Zucker in den 
Versuchen mit Lebergewebe ernahrter Ratten eriibrigte sich die Unter- 
suchung von Hungerlebern. Bemerkt sei noch, daB die Unwirksamkeit 
der gepriiften Zuckerester die Frage, ob die wirksamen freien Zucker vom 
Lebergewebe vor der Spaltung zu Milchsiure phosphoryliert werden, 
offen laBt. Einerseits kénnten die Zuckerester langsamer diffundieren als 
freie Zucker — ein Unterschied, der im Muskelextrakt fortfallt — anderer- 
seits kénnten sie fiir Lebergewebe unphysiologisch sein, zumal da sie auch 
bei der alkoholischen Garung der Hefe, wo sie isoliert werden, nur Stabili- 
sierungsprodukte der eigentlichen labilen Intermediirform darzustellen 
scheinen. 


3. Die Vergdrbarkeit von Triosen. 

Da die beiden Triosen von verschiedenen Hypothesen tiber den 
Mechanismus der Milchséuregarung als Intermediarprodukte auf dem 
Wege Hexose-Milchséure angenommen werden, war es von Interesse, 
einerseits die Geschwindigkeit ihrer Vergarung mit der vom Frucht- 
zucker zu vergleichen, andererseits zu untersuchen, ob ihre Vergarung 
ebenfalls durch den Hunger gehemmt wird. 


Als Dioxyacetonpraparat wurde fiir die Mehrzah! der Versuche Oxantin 
benutzt, von dem mir die I. G. Farben liebenswiirdigerweise eine Versuchs- 
menge zur Verfiigung stellten, und auBerdem ein Dioxyacetonpraparat, 
fiir dessen Uberlassung ich ebenso wie fiir die Uberlassung mehrere Glycerin- 
aldehydpraparate Herrn Dr. H.O. L. Fischer zu groBem Dank verpflichtet 
bin. Da der Reinheitsgrad des Glycerinaldehyds als etwa 90 °,ig bezeichnet 
war, wurden fiir die Versuche 0,11°,ige Lésungen benutzt und als 
1,1. 10-2 molar angenommen. Auf die Tatsache, daB Glycerinaldehyd 
vom Lebergewebe der Ratte oft mit erheblicher Geschwindigkeit umgesetzt 
wird, bin ich von Herrn Dr. Br. Mendel aufmerksam gemacht worden. 
Schon friiher hatten Embden, Baldes und Schmitz! gefunden, daB bei Durch- 
strémung fast glykogenfreier Hundeleber mit Serum, dem Glycerinaldehyd 
bzw. Dioxyaceton zugefiigt waren, die Geschwindigkeit der Milchséure- 
bildung erheblich gréBer war als bei Durchstrémung mit glucosehaltigem 
Serum, und zwar entstand aus Dioxyaceton (+) Milchsaéure, aus Glycerin- 
aldehyd (—) Milchséure bzw. ein Gemisch letzterer mit der Racemform. 
Untersuchungen iiber die Vergairungsgeschwindigkeit bei ernihrten und 
hungernden Tieren sind bisher nicht ausgefiihrt worden. 


Die Priifung dieser Frage ergab, daB die beiden Triosen vom Leber- 
gewebe ernahrter Ratten etwa mit gleicher Geschwindigkeit wie Fructose 


1 Diese Zeitschr. 45, 108, 1912. 
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vergoren werden kénnen, und daB ebenso wie beim Fruchtzucker die 
Mehrgarung beim Hungertier auBerordentlich herabgesetzt ist (vgl. 
Tabelle V1). Es besteht also bei allen vergarbaren Zuckern, gleich- 
giiltig ob Hexosen oder Triosen auch die Wirkung des Hungers auf 
die Vergairungsgeschwindigkeit, so dab, falls eine der beiden Triosen 
eine Zwischenstufe bei der Spaltung der Hexosen zu Milchséure dar- 
stellen sollte, die Wirkung des Hungers sich auf eine der letzten Phasen 
dieses Vorganges, etwa auf die Umwandlung der betreffenden Triose 
zu Methylglyoxal oder auf die Dismutation dieses Ketonaldehyds 
erstrecken miiBte. 

Im einzelnen zeigt sich, daB beim Glycerinaldehyd diese Hunger- 
hemmung verhaltnismaBig geringer als bei den beiden anderen Zuckern 
ausfallt, daB Dioxyaceton bei den ernihrten Tieren meist langsamer 
umgesetzt wird als Fruchtzucker bzw. Glycerinaldehyd und daB letzterer 
auch von solchen Lebern ernahrter Ratten noch schnell vergoren 
werden kann, die sich gegeniiber Fructose, wenigstens nach sofortigem 
Ersticken, wie Hungerlebern verhalten. 

Es lassen sich also vier Gruppen von Lebern unterscheiden, von 
denen die ersten drei nur bei ernahrten Tieren anzutreffen sind. Bei 
der ersten Gruppe werden alle drei Zuckerarten mit groBer und etwa 
gleicher Geschwindigkeit vergoren, bei der zweiten nur Glycerinaldehyd 
und Fructose, bei der dritten (meist Winterlebern) nur Glycerinaldehyd, 
und schlieBlich werden bei der vierten, zu der alle Hunger- und ver- 
einzelte Winterlebern gehéren, alle drei Zuckerarten mit geringer, 
wenn auch untereinander stets differierender, Geschwindigkeit um- 
gesetzt, und zwar besteht stete folgende Umsatzgeschwindigkeitsreihe : 
Glycerinaldehyd > Fructose > Dioxyaceton. Ich habe das ver- 
schiedene Verhalten der einzelnen Lebern durch die Hypothese zu 
erklaren versucht, daB zur Erzielung einer optimalen Garungsintensitat 
ein als Garungsaktivator bezeichneter Faktor im Lebergewebe in hin- 
reichender Menge vorhanden sein muB!. Fiir die maximale Aktivierung 
der Vergirung der drei Zuckerarten sind verschieden hohe Aktivator- 
konzentrationen notwendig und zwar beim Dioxyaceton (und den 
zelleigenen Kohlenhydraten) die héchsten, beim Glycerinaldehyd die 
geringsten. Der Aktivatorgehalt des Gewebes wird durch Voraus- 
schicken einer aeroben Versuchsperiode gesteigert, daher die erwihnte 
(III, 1) Steigerung der Intensitét der Fructosevergirung bei Winter- 
lebern nach nachtraiglichem Ersticken.  Betreffs Einzelheiten der 
Aktivatorhypothese sei auf die zitierte Arbeit verwiesen: iiberdies 
werden in einer folgenden Mitteilung die Grundlagen der Hypothese 
eingehender erértert werden. 


1 Zeitschr. f. Krebsforsch. 32, 220, 1930. 
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Als Intermediarprodukt bei der Hexosenvergérung durch Leber- 
gewebe kime von den beiden Triosen nur der Glycerinaldehyd in 
Betracht, da nur er sich beziiglich der Geschwindigkeit seines Umsatzes 
dem Fruchtzucker, also der beim Lebergewebe wirksamsten Hexose, 
als gleich oder iiberlegen erweist. Uberdies mu8 Dioxyaceton nach der 
Feststellung von Kobel und Roth', daB die Verbrennungswairme von 
2 Mol dieser Triose gréBer ist als von 1 Mol Glucose oder Fructose, 
von vornherein als Intermediirprodukt der Hexosenspaltung aus- 
scheiden. Durch diese Feststellung wird der fiir den Mechanismus des 
Triosenumsatzes wichtige Befund von Newberg und Kobel? und Iwasaki* 
erklart, daB bei der alkoholischen Girung (Saccharomyces Ludwigii) der 
Vergarung des Dioxyacetons eine Kondensation zu Hexose vorausgeht. 

Ob der Glycerinaldehyd tatsachlich bei der Hexosenvergirung 
durch Lebergewebe eine Zwischenstufe darstellt, muB dahingestellt 
bleiben. Die Verbrennungswairme des Glycerinaldehyds ist nicht be- 
kannt. Bei allen tbrigen bis jetzt untersuchten Warmbliitergeweben 
kommt wegen seiner duBerst geringen Vergirbarkeit eine derartige 
Rolle nicht in Betracht. 

Da sich die Triosen biologisch beim Lebergewebe wie die angreif- 
baren Hexosen verhalten, habe ich, der Einfachheit halber, auch 
ihre anaerobe Umwandlung zu Milchséure als Vergaérung bezeichnet, 
obwohl es ungeklart bleibt, ob dieser Vorgang eine intramolekulare 
Umlagerung oder letzthin doch eine Desmolyse darstellt. 


Es bleibt noch zu untersuchen, ob es sich bei der Triosenvergarung 
ebenso wie bei der Vergirung des Fruchtzuckers um Milchséuregarung 
handelt. Zuniachst zeigt Tabelle VII, daB die Ergebnisse der mano- 
metrischen Messung mit der Bestimmung des Bicarbonatverbrauchs 
waihrend der Messungszeit annaihernd itibereinstimmen, die Garungs- 
siure also sicher zum tiberwiegenden Teil eine fixe Saure ist. Betreffs 
der Genauigkeit der Methode vergleiche man das im Abschnitt ITI, 1 
Gesagte. In den Versuchen 3 und 4 und B. 1 ist auf die Bicarbonat- 
bestimmung in den Parallelversuchen ohne Zuckerzusatz wegen der 
geringen Saurebildung verzichtet worden. 

Die Genauigkeit des chemischen Milchstiurenachweises leidet darunter, 
daB bei Gegenwart der Triosen sich sowohl bei der kolorimetrischen 
wie bei der titrimetrischen Methode Nebenreaktionen bemerkbar 
machen. 


Stellt man in den frisch hergestellten, triosenhaltigen Versuchs- 
lésungen die Veratrolprobe nach Mendel-Goldscheider an (Kupfer-Kalke 


! Diese Zeitschr. 208, 159, 1929. 
2 Ann. de Brasserie 27, 65, 1928; diese Zeitschr. 208, 452, 1929. 
3 Diese Zeitschr. 203, 237, 1929. 
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fallung, Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsaure), so tritt fast stets nach 
Veratrolzusatz eine schwache Gelbfarbung auf. (Ohne Kupfer-Kalkfallung 
geben die gleichen Lésungen mit Veratrol tiefrote Farbungen.) Bei den 
Milchsaéurebestimmungen in den triosehaltigen Suspensionsfliissigkeit en 
macht sich die erwahnte Gelbfarbung dadurch bemerkbar, daB der Farbton 
gegeniiber der Vergleichsmilchsaurelésung mehr gelbrot ist. Immerhin 
laBt sich bei héheren Milchsiurekonzentrationen die Farbtiefe annaihernd 
abschatzen. 

Die Ergebnisse von drei derartigen kolorimetrischen Bestimmungen 
finden sich in Tabelle VIII. Die gefundene Milchséuremenge betragt 
etwa zwei Drittel der berechneten Sauremenge. 

Bei der titrimetrischen Milchsaéurebestimmung auBert sich die Triosen- 
gegenwart darin, daB die Jodstarkefarbe spitestens nach einer Minute 
wieder schwindet ; bei den Milchsiurebestimmungen wird sonst die Titration 
als beendet angesehen, wenn die Blaufarbung 2 Minuten bestehen bleibt. 
Der erste Umschlag tritt hierbei etwa 3 bis 4 Tropfen vor diesem Punkt 
auf. (Titration mit n/100 Jodlésung.) Ich habe in den Trioseversuchen 
die Titration als beendet angesehen, wenn nach Zugabe von 2 Tropfen 
Jod die Entfairbungszeit nicht mehr verlingert wurde. 

v* . , . . . > . . . 

Wie die Tabelle VIII zeigt, ist die Ubereinstimmung zwischen 
berechneten und gefundenen Milchséurewerten bei Anwendung dieses 
Verfahrens bei beiden Triosen leidlich, besonders wenn gréBere Milch- 
siuremengen verarbeitet werden konnten. Mit Ausnahme der Glycerin- 
aldehydversuche 3 und 4 betrug die verarbeitete Siuremenge etwa 80 ° , 
des angegebenen Wertes; in letzteren nur etwa 2/, bzw. 1/,, weil in 
aliquoten Teilen der Suspensionsfliissigkeit noch Reduktionsbestim- 
mungen (Versuch 3) bzw. Reduktions- und Bicarbonatbestimmungen 
(Versuch 4) vorgenommen wurden. 

Von den zur Erginzung der Ergebnisse der manometrischen 
Messung ausgefiihrten Untersuchungen sind noch die Reduktions- 
bestimmungen zu erwahnen (nach Hagedorn-Jensen). 

Die Méglichkeit, den Substratverbrauch durch Ermittlung der waihrend 
der Versuchszeit erfolgten Reduktionsabnahme zu bestimmen, liegt bei 
den Triosen aus mehreren Griinden giinstiger als beim Fruchtzucker: Um 
die gleiche Géarungsintensitaét zu erzielen, braucht man nur die halbe 
Gewichtsmenge Triose zu verwenden; zudem sinkt die Garungsgeschwindig- 
keit weniger schroff mit der Substratabnahme wie bei der Fructosevergarung. 
Da die Triosen die Ferricyanidlésung schon bei Zimmertemperatur redu- 
zieren, aus den Schnitten aber keine kaltreduzierenden Substanzen in die 
Suspensionstliissigkeit iibertreten, wird die Genauigkeit der Bestimmung 
nicht wie in den Fructoseversuchen durch die Abgabe reduzierender Sub- 
stanzen beeintrachtigt. 


Von den in Tabelle IX zusammengestellten Versuchsergebnissen 
seien zunachst die Werte unter A. 1 betrachtet. Wie man sieht, stimmt 
der Glycerinaldehydverbrauch immer besser mit der Gesamtmilch- 
siurebildung als mit der Mehrbildung in Triosenlésung tiberein. Im 
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Durchschnitt ist der Quotient V,,/M,, = 1,32 und der Quotient 
V ,,/(M >, — M,) = 1,93 statt 1,0. Eine Erklarung dieser Tatsache 
kénnte man entweder darin sehen, daB der Glycerinaldehydverbrauch 
nicht ausschlieBlich auf Milchsaurebildung beruht, zumal da anscheinend 
meist noch mehr Glycerinaldehyd schwindet als sich insgesamt Milch- 
siure bildet, oder daB der Glycerinaldehyd, wie er nach den Mendelschen 
Versuchen die Glucosevergéirung durch Tumorgewebe hemmt, auch 
die Spontangarung des Lebergewebes unterdriickt, nur daB er selber 
durch dieses Gewebe im Gegensatz zum Tumor mit erheblicher Ge- 
schwindigkeit umgesetzt werden kann. Ebenso wie bei den friiher 
besprochenen Fructoseversuchen bleibt die Entscheidung, ob der 
Substratverbrauch besser mit der Gesamtsaurebildung oder mit der 
Mehrbildung iibereinstimmt, unsicher, falls M,, gegen M,, sehr klein, 
M,, und (M,,— M,) also wenig verschieden sind. Denn die Milch- 
sdurewerte, die aus dem Ergebnis der manometrischen Messung extra- 
poliert sind, stellen ja selber nur Naherungswerte dar. Aber gerade 
in Versuchen, in denen M,, groB ist, tritt die bessere Uberein- 
stimmung zwischen Substratverbrauch und Gesamtmilchsaurebildung 
gegeniiber der Mehrbildung besonders hervor. Man _ vergleiche 
Versuch 2, in dem die Spontangarung zufallig sehr groB ist und 
Versuch 8, in dem um einen hohen M,-Wert zu erzielen, der 
Glycerinaldehydverbrauch nach nachtraglichem Ersticken untersucht 
wurde. 

Die Beweiskraft der Glycerinaldehydbestimmungen wird noch 
dadurch beeintrachtigt, daB einerseits die Reduktionskraft verschiedener 
Priparate nicht genau tbereinstimmt, und da®B andererseits auch 
bei demselben Praparat die Reduktionskraft im Verlauf einiger Monate 
abnimmt. Bei Praparat I erreicht der Reduktionsfaktor schlieBlich 
den Wert fiir eine Hexose! Da die Praparate sich trotzdem biologisch 
wie Glycerinaldehyd verhielten, nach den Hemmungsversuchen bei 
der Tumorglykolyse allerdings wie eine etwas geringere Konzentration, 
kann man annehmen, da ein Teil des Glycerinaldehyds sich in eine 
kaum kaltreduzierende und — wenigstens durch die Winterlebern 
nicht vergirbare Substanz umgelagert hat, und daB der Reduktions- 
faktor fiir den unveranderten Glycerinaldehydanteil unverandert 
geblieben ist. Setzt man den ,,wahren Reduktionsfaktor gleich 0,1, 
weil das frische Praparat I als etwa 90°. ig bezeichnet war, so ergibt 
sich im Durchschnitt V,,/M,, nach sofortigem Ersticken zu 0,97 und 
nach nachtraglichem Ersticken 1,06, und V,,/(M,,—M,) zu 1,49 
bzw. zu 2,66. Die Ubereinstimmung zwischen Glycerinaldehydverbrauch 
und Gesamtmilchsaéurebildung ist dann also befriedigend, so daB die 
Annahme einer Hemmung der Spontangirung bei Glycerinaldehyd- 
gegenwart nicht unbegriindet erscheint. 
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Auch beim Dioxyaceton war das Reduktionsvermégen fiir die 
beiden verwendeten Praparate verschieden und nahm auch hier beim 
langeren Lagern des Praparats ab, allerdings nicht sehr erheblich. 
Beim Dioxyaceton entspricht nach sofortigem Ersticken der Substrat- 
verbrauch im Durchschnitt der Milchséiuremehrbildung, wahrend er 
in dem Versuch nach nachtraiglichem Ersticken fast doppelt so grob 
ist, aber hinter der Gesamtmilchsdiurebildung noch um die Halfte 
zuriickbleibt. 

In welchem Umfange beim Lebergewebe von auben zugesetzte 
Zucker neben den zelleigenen vergoren werden, scheint also fiir ver- 
schiedene Zuckerarten verschieden zu sein und selbst bei demselben 
Zucker und verschiedenen Lebern zu wechseln. Es mag von der chemi- 
schen Affinitét der jeweiligen Zucker zum Garungsferment, von der 
Konzentration der konkurrierenden Zucker und damit einerseits von 
der Geschwindigkeit der Glykogenolyse und andererseits von der 
Diffusionsgeschwindigkeit abhangen und schlieBlich noch durch den 
Grad der Aktiviertheit des Garvermégens beeinfluBt werden. Jeden- 
falls scheint die GréBe der Milchsiuremehrbildung im Versuch mit 
Zuckerzusatz nur den Minimalwert fiir den Verbrauch des zugesetzten 
Zuckers anzugeben. Es miiBte, um die Verhaltnisse im Einzelfall iiber- 
sehen zu kénnen, stets neben der Bestimmung der zugesetzten Zucker 
noch eine Bilanz aller als Quelle der Milchséure im Gewebe in Betracht 
kommender Substanzen ausgefiihrt werden, was bei der im Verhaltnis 
zur sich bildenden Milchsiuremenge hohen Konzentration der zell- 
eigenen Kohlenhydrate nicht mit hinreichender Genauigkeit neben 
den anderen Bestimmungen durchzufiihren ist. 


4. Die Dismutation des Methylglyoxals. 

2- bis 5° ,ige Lésungen des frisch destillierten Methylglyoxals ver- 
danke ich Herrn Dr. H. O. L. Fischer. Sie wurden im Eisschrank aufbewahrt 
und aus ihnen die Versuchslésungen durch Verdiinnen mit einer doppelt- 
konzentrierten Ringerstammlésung und Auffiillen mit Aqua dest. bis zur 
einfachen Konzentration der Ringerlésung an jedem Versuchstag frisch 
hergestellt. Der geringe Saiuregehalt der Methylglyoxallésungen konnte bei 
dem Bicarbonatgehalt der Ringerlésung vernachlassigt werden. 

Die Geschwindigkeit der Dismutation des Ketonaldehyds zu 
Milchséure ist erheblich gréBer als die Vergirungsgeschwindigkeit 
aller Zuckerarten beim Lebergewebe. Meyerhof! gibt einen mittleren 
Q\?-Wert von 30 an. Nach eigenen Versuchen (vgl. Tabelle X) betragt 
die mittlere Dismutationsgeschwindigkeit in der ersten Versuchs- 
stunde sogar 50 cmm Saure pro Milligramm Gewebe, bei einer Anfangs- 
geschwindigkeit von etwa 70, also etwa das Vierfache der bestenfalls 


1 Diese Zeitschr. 159, 432, 1925. 
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bei der Glycerinaldehyd- und Fructosevergérung zu beobachtenden 
Werte. Zum Unterschied von dem Verbalten der genannten Zucker- 
arten ist dies Ergebnis fast unabhingig davon, ob der Vorgang beim 
Gewebe eines ernahrten oder hungernden Tieres gemessen wird. Da 
durch die Untersuchungen Neubergs! und seiner Mitarbeiter bewiesen 
ist, daB Methylglyoxal die unmittelbare Vorstufe der Milchsaure, 
seine Dismutation also den Endvorgang der Zuckervergairung dar- 
stellt, wire daraus zu schlieBen, daB die Hungerwirkung auf 
einer fritheren Stufe des Zuckerabbaues einsetzt, und daB bei der 
Dismutation der angenommenen Giarungsaktivator nicht mitwirkt 
oder daB schon eine duBerst geringe Aktivatormenge hinreicht, die 
Dismutationsgeschwindigkeit optimal zu gestalten. 

Zwischen letzteren beiden Méglichkeiten ist schwer zu entscheiden. 
Denn auch die Hungerleber ist im allgemeinen wohl nicht vollig frei 
von Aktivator bzw. den zu seiner Bildung notwendigen Faktoren, 
wie die beim Glycerinaldehydumsatz haufiger zu beobachtenden er- 
heblicheren Anfangsgeschwindigkeiten nahe legen. Andererseits kénnte 
auch in den zwei Versuchen, in denen die Dismutationsgeschwindigkeit 
betrichtlich unter den Mittelwerten lag, dies als eine Folge besonders 
groBer Aktivatorarmut aufgefaBt werden. In Versuch B.3 wiirden 
die extrem niedrigen Q\2-Werte in O und F dafiir sprechen, obwohl 
das Gewebe ja von einem erndhrten Tier stammte. Ich habe zunachst 
allerdings daran gedacht, daB die verwendete Methylglyoxallésung 
schon zu alt war und deswegen toxisch wirkte, zumal selbst beim Gewebe 
vom Hungertier mit der gleichen Lésung einige Tage zuvor ein héherer 
Wert erzielt worden war. Nach der Erfahrung mit einem anderen 
Praparat aber, wo nach l4tagigem Aufbewahren der Lésung keine 
Giftwirkung festzustellen war’, erscheint diese Annahme nicht mehr 
vollig gerechtfertigt. Bei den iibrigen Hungerlebern wurden allerdings 
keine herabgesetzten Dismutationswerte gefunden. Doch ist es nicht 
ausgeschlossen, daB nur im Winter, bei an und fiir sich gréBerer Aktivator- 
armut des Gewebes, bei Hungertieren oder sich gleich verhaltenden 
ernihrten Tieren so niedrige Aktivatorkonzentrationen vorkommen, 
daB auch die Dismutationsgeschwindigkeit herabgesetzt wird. 

SchlieBlich ware noch der Einwand zu erwihnen, daB Dismutation 
und Zuckervergirung zwei unabhangig nebeneinander ablaufende Zell- 
leistungen sind, deren Gemeinsamkeit nur darin besteht, daB sie beide 
zu Milchsaéure als Endprodukt fiihren. Um diese Méglichkeit zu priifen, 
wurde in einigen Versuchen beim Gewebe ernahrter Tiere die Geschwindig- 
keit der Milchsiurebildung bei Gegenwart von Methylglyoxal und Glycerin- 


1 Vel. Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928; 207, 231, 1929; 
Marthe Vogt, ebendaselbst 211, 17, 1929. 

2? Die Lésung war auch noch 10 Wochen nach ihrer Herstellung voll 
wirksam. 
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aldehyd in aéquimolarer Konzentration (1,1. 10°? Mol Liter) gemessen. 
Obwohl die Geschwindigkeit der Glycerinaldehydvergirung in diesen 
Versuchsreihen stets erheblich war, war die Geschwindigkeit der Saure- 
bildung in dem Gemisch nie gréBer als in dem Kontrollversuch bei 
Gegenwart von Methylglyoxal allein. Dies wiirde dafiir sprechen, daB die 
Dismutation des Ketonaldehyds und die Vergirung der Zuckerarten zu 
Milchséure nicht nebeneinander verlaufen, sondern da die Dismutations- 
geschwindigkeit das Maximum der Milchsiéiurebildungsgeschwindigkeit fiir 
Lebergewebe darstellt, das nicht tiberschritten werden kann. 

Was die Deutung dieser Versuchsreihen erschwert, ist, daB die 
Geschwindigkeit der Saurebildung stets bei Gegenwart von Methyl- 
glyoxal + Glycerinaldehyd viel schneller absank als bei Gegenwart 
nur einer der beiden Substanzen. Dies kénnte entweder auf einer un- 
spezifischen Giftwirkung beruhen — jede dieser Substanzen hat bei 
Anwendung in héherer Konzentration diese Wirkung —, oder es tritt 
bei Gegenwart beider Substanzen die Inaktivierung deswegen schneller 
ein, weil beide Substanzen gleichzeitig umgesetzt werden und _ hierbei 
Garungsaktivator verbrauchen, wobei fiir den Glycerinaldehydumsatz 
verhaltnismaiBig mehr Aktivator benétigt wird. Auf diese Weise kénnte 
der Vorrat an Aktivator bzw. an einer Aktivatorvorstufe schneller 
ersch6pft werden und infolgedessen die Geschwindigkeit der Milch- 
siurebildung frihzeitiger absinken als bei Gegenwart nur einer dieser 
beiden Substanzen. Jedenfalls erscheint es nach diesen Versuchen 
durchaus méglich, daB der hier angenommene Garungsaktivator auch 
fiir die Dismutation notwendig ist. 

Ich habe an anderer Stelle (Zeitschr. f. Krebsf. 1. ¢.) bei der Er- 
érterung der Frage, in welcher Phase des Zuckerabbaues die Aktivator- 
wirkung einsetzen kénne, diese Méglichkeit fiir unwahrscheinlich ge- 
halten und deswegen auch eine etwaige Identitat dieses Aktivators 
mit dem Coferment abgelehnt, fiir die einige andere Befunde sprechen 
konnten. Nach den obigen Befunden erscheint diese Ablehnung nicht 
mehr gerechtfertigt. Die Entscheidung, ob die in dieser Arbeit be- 
schriebenen Eigentiimlichkeiten des Garungsstoffwechsels tatsachlich 
durch einen substantiellen Faktor hervorgerufen werden, und gegebenen- 
falls, ob es sich bei diesen Faktor um einen Aktivator des Garungs- 
ferments oder um ein Coferment handelt, mul der weiteren Unter- 
suchung vorbehalten bleiben. 


IV. Zusammenfassung. 


1. Wegen der geringen Vergirbarkeit von zugesetzter Glucose 
beim Lebergewebe trotz haufiger sehr bedeutender spontaner Milch- 
siurebildung unter anaeroben Bedingungen wurde untersucht, ob 


irgendeine andere Zuckerart von diesem Gewebe mit groBer Geschwindig- 
keit vergoren werden kann. Gepriift wurden folgende Zuckerarten: 
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Glykogen, Saccharose, Maltose, Lactose, Galaktose, Mannose, 
Glucose, Fructose, Harden-Youngscher Hexosediphosphorsaureester, 
Neubergscher und Robisonscher Hexosemonophosphorsaureester, Gly- 
cerinaldehyd und Dioxyaceton. Von diesen Zuckerarten wurden 
nur Fructose und die beiden Triosen mit groBer Geschwindigkeit um- 
gesetzt. Bei Mannose ist eine Vergarung noch eben nachweisbar; aber 
sie verlauft nicht schneller als bei Glucose. Alle iibrigen Zuckerarten 
waren ganz oder fast ganz wirkungslos. 

2. Aber auch bei den drei leichter vergirbaren Zuckerarten ist 
die Umsatzgeschwindigkeit nur groB beim Gewebe ernahrter Tiere, 
wahrend bei Hungertieren die Geschwindigkeit des Glucoseumsatzes 
nicht sehr erheblich tibertroffen wird. 

3. Nicht alle Lebern ernahrter Tiere verhalten sich beziiglich 
ihrer Fahigkeit, Fructose und die beiden Triosen zu vergiren, gleich- 
artig, sondern es findet sich auch unter den ernadhrten Tieren eine 
ganze Anzahl, die mehr oder minder weitgehend sich wie Hungertiere 
verhalten. Ein erheblicher Prozentsatz vergirt Dioxyaceton, ein 
wenigstens in den Sommermonaten geringerer auch Frutose nur schwach. 
Dagegen ist in den Wintermonaten stets die Fahigkeit, Dioxyaceton zu 
vergiren, und bei 80°,, der untersuchten, ernihrten Lebern auch die 
Fahigkeit, Frutose zu vergdren, nicht gréBer als beim Hungertier. 
Beim Glycerinaldehyd ist die Abhangigkeit der Vergarungsgeschwindig- 
keit von der Jahreszeit weniger ausgepragt. 

Es wird darauf hingewiesen, daB das differente Verhalten der 
einzelnen Lebern durch verschiedenen Gehalt an einer als Garungs- 
aktivator bezeichneten Substanz erklart werden kénnte. 

4. Fast unbeeinfluBt sowohl vom Ernahrungszustand des Versuchs- 
tieres wie von der Jahreszeit, in der das Gewebe zur Untersuchung 
kommt, erwies sich die Geschwindigkeit der Dismutation des Methy]- 
glyoxals. Sie betrigt das etwa Vierfache der maximalen Vergarungs- 
geschwindigkeit von Fructose oder Glycerinaldehyd. Auch bei der 
Dismutation kénnte der als Garungsaktivator bezeichnete Faktor ein- 
greifen; aber es waren dann zur Erzielung der maximalen Dismutations- 
geschwindigkeit bereits Aktivatorkonzentrationen ausreichend, die bei 
der Zuckervergérung noch wirkungslos bleiben. 
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Bemerkung 


zur Mitteilung von J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa (diese Zeitschr. 
224, 471, 1930). 


Von 
B. Lustig. 


(Eingegangen am 1. September 1930.) 


Zur Mitteilung von Smorodinzew und Adowa beziiglich meiner Arbeit 
Uber Konzentrierung des Pepsins und den Chemismus seiner Wirkung“! 
méchte ich folgendes bemerken. 

Das Verhialtnis der Amino- zu den Carboxylgruppen, nach Smorodinzew 
und Adowa berechnet, ergibt wohl héhere absolute Zahlen als nach meiner 
Berechnungsart, aber die Differenzen untereinander entsprechen nicht 
den Differenzen in der Pepsinkonzentration der Priparate. So zeigen 
Handelspepsine von Wirksamkeit 1: 3000 die gleichen Verhaltniszahlen 
wie Handelspepsin 1: 16000 und héhere Zahlen als die des gereinigten 
Pepsins 1: 50000. Die Bedeutung der Amino- und Carboxylgruppen fiir 
die Pepsinwirkung wurde auf Grund der Veranderungen dieser Gruppen 
bei der Inaktivierung des Pepsins, nicht aber auf Grund ihrer Menge 
und ihres Verhaltnisses zueinander festgestellt. 

So wiinschenswert auch ein direkter Beweis fiir die Mitwirkung dieser 
Gruppe bei der Pepsinwirkung ware und bei aller Anerkennung fiir die 
Verdienste von Smorodinzew und Adowa um die Chemie des Pepsins, miissen 
wir beziiglich der Schliisse aus dem Verhiltnis der Amino- zu den Carboxy!l- 
gruppen auf unserem Standpunkt beharren. 


1 Diese Zeitschr. 215, 205, 1929. 


Uber Nachweis und Intensitét der mitogenetischen Strahlung. I. 


Von 


H. Schreiber und W. Friedrich. 
(Aus dem Institut fiir Strahlenforschung der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 2. September 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei der Erforschung des Problems der Zellteilung stieB die Klarung 
der kausalen Beziehungen der Regenerationsmitosen schon von jeher 
auf besondere Schwierigkeiten. Der Umstand, daf hier fiir das Zu- 
standekommen der Zellteilung ein exogener Reiz angenommen werden 
muBte, veranlaBte G. Haberlandt (1) zu seiner Hormontheorie, nach 
der fiir die Erscheinung, daB in der Nahe einer Wunde Kernteilungen 
in groBer Zahl auftreten, ausschlieBlich chemische Reize (Wund- oder 
Nekrohormone) verantwortlich zu machen sind, wobei natiirlich voraus- 
gesetzt wird, daB diese Reize auf teilungsfihige Zellen einwirken. 
A. Gurwitsch, der zwar das Entstehen der Reize in dieser Weise zugibt (2), 
forderte aber auf Grund theoretischer Uberlegungen zumindest daneben 
die Existenz eines anderen exogenen Faktors (3), den er durch daraufhin 
angestellte Versuche in der mitogenetischen Strahlung fand (4). Unter 
mitogenetischer Strahlung versteht er eine von bestimmten Zentren 
eines Organismus ausgehende Strahlung, die beim Auftreffen auf andere 
Zellen diese zur Mitose reizt, sofern sie sich iiberhaupt in einem Zustande 
befinden, in dem die Mitose ausgelést werden kann. Die Wellenlinge 
der Strahlung verlegt A.G@urwitsch und seine Schule in das Gebiet 
um 2000 bis 2600 A, wahrend von anderer Seite (5) hierfiir ein Wert 
um 3400 A herum angegeben wird. 

Die Erfolge Gurwitschs regten zu auBerordentlich vielen Arbeiten 
und Nachpriifungen an. Aber obwohl die Literatur iiber die mito- 
genetische Strahlung schon auf ein recht betrachtliches MaB angewachsen 
ist, scheint es bisher doch noch nicht gelungen zu sein, die Strahlung 
mit Hilfe einer auch jeden Skeptiker vollkommen iiberzeugenden 
Methodik einwandfrei nachzuweisen. Man findet demgemaB in der 
Literatur verstreut bis in die jiingste Zeit hinein Untersuchungen, 
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die sich mit diesem Problem mit wechselndem Erfolg beschaftigen'. 
Auch hier soll tiber Versuche berichtet werden, die Nachweis und 
Intensitéatsbestimmung der mitogenetischen Strahlung als Ziel hatten. 


Die Versuche von Gurwitsch und seiner Schule, insbesondere die Art 
des biologischen Nachweises der Strahlung (Mitosenvermehrung in de? 
Zwiebelwurzel, gesteigerte Sprossung von Bierhefe) sind so hinreichend 
bekannt, als daB auf sie naher eingegangen werden miiBte. Es sei hier 
nur gestattet, einige Schwierigkeiten des biologischen Nachweises kurz 
zu erwahnen. Bei der auBerordentlichen Empfindlichkeit lebender Zellen, 
die auf alle méglichen éuBeren Reize mit Mitosen reagieren, erscheint es 
unumginglich notwendig, nur absolut ungereizte Wurzeln fiir mit ogenetische 
Versuche zu verwenden. Ob dies in allen vorliegenden Arbeiten der Fall 
war und ob dies bei der tiblichen Versuchstechnik iiberhaupt méglich ist, 
muB dahingestellt bleiben. Es stéren z. B. photo-, hydro-, chemo- und geo- 
tropistische Kriimmungen, soférn sie von einer VergréBerung der Mitosen- 
zahl begleitet sind, die radiirsymmetrische Verteilung der Mitosen. Aus 
diesem Grunde verwendete auch N. Wagner (6) zu seinen Nachpriifungen 
des mitogenetischen Effekts im Gegensatz zu Gurwitsch vollkommen frei 
wachsende Wurzeln, mit welcher Technik er zwar eine Bestatigung der 
Versuche Gurwitschs erhalten haben will, was aber sowohl von B. Ross- 
mann (7) als auch von Gurwitsch selbst (8) nicht anerkannt wird. Eine andere 
Schwierigkeit des biologischen Nachweises durch Mitosenvermehrung liegt 
in der Tatsache, daB schon geringste Beriihrungen der Wurzelspitze, wie 
M. Moissejewa (9) zeigen konnte, an der beriihrten Stelle eine Mitosen- 
zunahme bis zu 25°, zur Folge haben. Weitere Schwierigkeiten tauchen 
auf, wenn man die Ergebnisse der Arbeiten verschiedener Autoren mit- 
einander vergleicht. Schon die normalen Schwankungen in der Radiir- 
symmetrie der Mitosen werden verschieden groB angegeben: N. Wagner (6) 
findet bis zu + 30°, Schwankungen, W. Loos (10) im Durchschnitt + 15%, 
(in seinen Versuchsprotokollen kommen allerdings auch weit gréBere Ab- 
weichungen vor) und Reiter und Gdbor (5) endlich geben einen Wert von 
etwa + 10°, an. Sucht man nach einer Erklaérung fiir diese und auch 
noch andere Diskrepanzen, so mu8 man zunachst auf die Methodik zuriick- 
kommen. Zahlmethoden dieser Art sind immer mit betrachtlichen Fehler- 
quellen behaftet, was man schon daraus erkennen kann, daB die Angaben 
fiir die so ermittelte Zeitdauer des Zellteilungszyklus zwischen 3 und 
39 Stunden schwanken. Uberhaupt sind nach unserer Ansicht die Grund- 
lagen der ganzen Methodik noch nicht vollkommen einwandfrei geklart. 
N. Wagner (11), der in einigen Tausend Schnitten die normale Mitosen- 
verteilung von Allium Cepa-Wurzeln untersuchte, beobachtete auch bei 
vollkkommen unbeeinfluBten Wurzeln an einigen Stellen bedeutende An- 
haufungen von Mitosen. Er konnte diese ,,wellenférmige‘‘ Verteilung in 
einfacher Weise durch die Annahme erkliren, daB bei der Bildung der Zell- 
siulen der innere Zustand der Zellen (ihre Teilungsreife) derart variiert, 
da8 Anhiufungen von Mitosen mit mitosenfreien Stellen abwechseln. 
Wenn er auch tiber die axialsymmetrische Verteilung dieser Mitosen- 


1 Positive Resultate fanden z. B. T. Reiter u. D. Gdbor (5), W. Loos 
(10) u. a.; negative B. Rossmann (7), A. M. Frederikse, Zeitschr. f. Zellforsch. 
6, 759, 1927; K. Urbanowicz, Roux-Arch. 110, 417, 1927; G. Haberlandt, Biol. 
Zentralbl. 1929, u. a. 
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haufungen nichts sagt, so scheint uns dennoch kein zwingender Grund vor- 
zuliegen, daB seine’ ,,Verspaitungsfaktoren*‘ sich vollkommen axial- 
symmetrisch verhalten, was bei mitogenetischen Versuchen mit mehreren 
Objekten beriicksichtigt werden muB. 

Eindeutiger scheinen die Verhaltnisse bei einer anderen Art des 
biologischen Nachweises der Strahlung, namlich durch Vermehrung 
der Sprossungsintensitat von Bierhefe zu sein. Wir verzichten hier 
vorlaufig auf ein niheres Eingehen auf diese Art des Nachweises und 
die sich hierbei ergebenden Schwierigkeiten und wollen nur darauf 
hinweisen, daB es auch hierbei unbedingt nétig erscheinen muB, jede 
Moéglichkeit einer chemischen Beeinflussung von vornherein aus- 
zuschlieBen. DaB nur groBe absolute Zahlen der gezihlten Hefezellen 
beweiskraftig sein kénnen, ist selbstverstandlich. 

Bei den Schwierigkeiten, die bei dem biologischen Nachweis der 
Strahlung auftreten, erschien es daher von Anfang an wiinschenswert, 
die Existenz der mitogenetischen Strahlung durch eine exakte physi- 
kalische oder chemische Methode nachzuweisen. Der naheliegende 
Gedanke, sie photographisch zu erfassen, wurde von den verschiedenen 
Autoren zu verwirklichen versucht; bisher aber sind alle darauf ge- 
richteten Versuche ohne Erfolg geblieben!, 

Auch wir beschaftigen uns in Gemeinschaft mit W. N6thling seit 
liangerer Zeit mit photographischen Versuchen, die, obwohl wir dabei bis 
an die Grenze der Leistungsfahigkeit der photographischen Platte gehen 
(Kornzahlung), bisher nicht von Erfolg begleitet waren. Wir werden dem- 
nachst tiber diese Versuche berichten. Auch die von Gurwitsch angekiindigten 
lichtelektrischen Versuche (8) waren, wie wir einer persénlichen miindlichen 
Mitteilung Prof. Dr. Nemenows gegen AbschluB unserer vorliegenden 
Untersuchungen entnehmen konnten, nicht von Erfolg begleitet. 


Es mégen weiterhin hier noch die Untersuchungen von 
W. Stempell (12) erwaihnt werden, der die mitogenetische Strahlung 
durch die von Zwiebelsohlenbrei bewirkte Stérung der Ausbildung 
von Liesegangschen Ringen (13) nachgewiesen haben wollte. Doch 
konnte W. Siebert (14) und auch W. Stempell spater zeigen, daB dieser 
Effekt auf chemische Eintliisse zuriickzufihren ist, die fliichtige Stoffe 
der Zwiebel auf das Silberchromat der Ringfigur ausiiben. 

Bevor nun auf die Beschreibung der eigenen Versuche eingegangen 
wird, sei es noch gestattet, kurz die mitogenetischen Versuche mit 


1 Die diesbeziiglichen Versuche von Reiter und Gdbor erscheinen uns 
mit soviel Fehlerquellen behaftet, daB sie auf keinen Fall als beweiskraftig 
angesehen werden kénnen. Ubrigens sind die Verfasser, da ihnen eine 
Reproduktion nicht gelang, selbst der Ansicht, daB sie unzureichend sind. 
Analoges gilt fiir die Untersuchungen von G. Cremonese (I Raggi della Vita 
fotografati, Roma 1930). 
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kiinstlichen Lichtquellen zu erwahnen. Sowohl von Reiter und Gabor 
als auch von der Schule Gurwitsch wurde die Wellenlange der mito- 
genetischen Strahlen auf dem Umwege bestimmt, daB verschiedene 
Spektralbereiche kinstlicher Lichtquellen auf ihre mitogenetische 
Wirksamkeit untersucht wurden. Auch die wahrscheinliche Intensitat 
der von ,,biologischen Lichtquellen emittierten Strahlung wurde 
auf diese Weise wenigstens abzuschatzen versucht. Bei der Wertung 
der auf diese Weise gewonnenen Ergebnisse drangt sich hier unwill- 
kiirlich ein Vergleich mit der biologischen Wirksamkeit ganz anderer 
Spektralbereiche auf. Es ist eine bekannte Tatsache, daB auch schwache 
Dosen von Réntgen- oder Radiumstrahlen im biologischen Objekt 
eine intensive zeitweilige Vermehrung der Mitosen an den bestrahliten 
Stellen zur Folge haben kénnen (15). So fanden Jiingling und Langen- 
dorff (16) an Wurzeln von Vicia faba equiera-Keimlingen, die normaler- 
weise in 24 Stunden eine periodische Schwankung der Mitosenzahl 
mit einem Maximum in den Tagesstunden aufweisen, daB durch schwache 
Réntgenbestrahlung der Rhythmus ohne jede erkennbare Schadigung 
in der Weise verandert wird, daB bei Dosen von 40 R zwei, bei 80 R 
sogar drei Maxima vollkommen normaler Mitosen auftreten. Es ist 
nun unserer Meinung nach kein Grund einzusehen, warum dieser Effekt 
auf ein diskretes Wellenlangenintervall biologisch wirksamer Strahlung 
beschrankt sein soll. Zumindest aber mu’ die Forderung erhoben 
werden, bei Versuchen iiber mitogenetische Wirksamkeit kiinstlich 
hergestellter Spektralbereiche auch den zeitlichen Verlauf von Mitosen- 
zahl und -verteilung nach einer Bestrahlung zu untersuchen und in 
Rechnung zu ziehen, was unseres Wissens bisher noch nie getan wurde. 
Solange diese Frage nicht geklart erscheint, miissen wir die Meinung 
vertreten, daB die in der Literatur beschriebenen Versuche mit kiinst- 
lichen Lichtquellen (17) zumindest nur in losem Zusammenhange mit 
dem mitogenetischen Strahlungsproblem stehen. 


Methodisches zu den eigenen Versuchen. 


Ausgehend von solchen und aéhnlichen Erwagungen stellten wir uns 
zunachst die Aufgabe, zu versuchen, die mitogenetische Strahlung von 
Hefekulturen mit einer physikalisch einwandfreien Methodik zu erfassen. 
Wir wahlten zu unseren Versuchen zunichst Kulturen von Saccharomyces 
ellipsoideus, vor allem aus féuBeren Griinden (Unabhangigkeit von der 
Jahreszeit, Einfachheit der meisten Manipulationen); auch hatten wir 

» AnschluB an andere im Institut im Gange befindliche Untersuchungen. 
Das mitogenetische Strahlungsvermégen von Hefekulturen erschien auBer- 
dem besonders durch die Arbeiten von MM. Baron (18) voéllig gesichert. 
Fiir den Versuch eines Nachweises wurde die lichtelektrische Methode 
gewahlit, die ja bekanntlich in der Physik eine der empfindlichsten MeB- 
methoden darstellt. Als Zelle diente eine mit Argon gefiillte Kaliumzelle, 
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die mit Riicksicht auf die Wellenlingenbestimmungen Gurwitschs aus 
Quarzglas bestand. 

Eine Kaliumzelle wurde gewahlt, weil die lichtelektrische Empfindlich- 
keit des Kaliums, zumal bei geeigneter Vorbehandlung, in dem in Frage 
kommenden Wellenlangenbereich iiber der des noch in Betracht zu ziehenden 
Cadmiums liegt. Der Druck in der Zelle war so gewahlt, daB méglichst 
die freie Weglinge der an der Kaliumschicht ausgelésten Elektronen zu 
StoBionisation ausreichte. 

Eine lichtelektrische Zelle kann prinzipiell in verschiedenen Schalt ungen 
fiir Messungen benutzt werden. In der einfachsten, aber auch unempfind- 
lichsten Schaltung wird der durch auf die Zelle fallendes Licht ausgeléste 
Strom durch ein empfindliches Zeigergalvanometer gemessen.  Einige 
Gr6éBenordnungen weiter kommt man, wenn statt des Galvanometers 
zur Strommessung ein Fadenelektrometer mit parallel geschaltetem, hoch- 
ohmigem Widerst and verwendet wird. Nochempfindlicher sind die Met hoden, 
bei denen man die Zeit miBt, in der ein Elektrometer durch den licht- 
elektrischen Strom ent- oder aufgeladen wird. Hierbei besitzt im all- 
gemeinen die Autlademethode einige Vorziige, da Isolationsschwierigkeiten 
nicht so sehr ins Gewicht fallen und auBerdem auch die Charakteristik! 
der Zelle nicht bekannt zu sein braucht. 

Alle diese sonst iiblichen Methoden aber schieden von vornherein 
infolge ihrer relativen Unempfindlichkeit fiir den Nachweis der mito- 
genetischen Strahlung aus. Zwar wurden anfangs mit der empfindlichsten 
von ihnen, der Auflademethode, einige Versuche angestellt, die aber, 
wie zu erwarten war, negativ ausfielen. Es wurde daher auf eine noch 
empfindlichere Variation der Auflademethode von Elster und Geitel (19) 
zurickgegriffen. Wenn bei einer Zelle die angelegte Spannung sehr 
nahe an die Glimmspannung, d.i. die Spannung, bei der eine selbst- 
standige leuchtende Entladung einsetzt, herankommt, so treten in 
der véllig unbelichteten Zelle StromstéBe auf, deren Haufigkeit sich 
bei der geringsten Spur einfallenden Lichtes vermehrt. Das Zustande- 
kommen der StromstéBe beruht darauf, daB schon unterhalb des 
Entladungspotentials vereinzelte Elektronen eine geniigend grobe 
freie Weglange im Gasraum der Zelle erreichen, um imstande zu sein, 
beim ZusammenstoB mit Gasmolekiilen diese in lonen aufzuspalten. 
Die hierdurch vermehrte Ionenzahl bewirkt ein plétzliches Einsetzen 
oder Ansteigen des durch die Zelle flieBenden Stromes. Es zeigt also 
jeder StromstoB an, daBb ein Elektron die zur StoBionisation erforder- 
liche freie Weglange in der Zelle zuriickgelegt hat. Die freien Elektronen 
selbst, die solche St6Be verursachen, stammen aus der lichtelektrischen 
Metallschicht der Zelle. Falit schwaches Licht ein, so ist ihre Auslésung 


1 Unter Charakteristik verstehen wir, wie allgemein in der Physik 
iiblich, die Stromspannungskurve, was mit Riicksicht auf einige Verdéffent - 
lichungen in der medizinisch-biologischen Literatur, in denen die Be- 
zeichnung ,,Charakteristik*‘ vom allgemeinen Gebrauch abweichend ver- 
wendet wird, ausdriicklich zu betonen uns notwendig erscheint. 
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leicht erklarlich: Sie stellen eben die ausgeliésten Photoelektronen dar. 
Bei unbelichteter Zelle dagegen, wo auch Stromst6Be auftreten, miissen 
zur Erklarung des Vorhandenseins der freien Elektronen andere Tat- 
sachen, wie z. B. die eigene Radioaktivitat gewisser Alkalimetalle, 
Hoéhenstrahlung und auch Temperaturstrahlung in der Zelle oder 
Zellenkapsel (20), herangezogen werden. 

Der Elektrometerfaden erreicht also seinen Endausschlag nicht 
in kontinuierlichem Gang, sondern ruckweise in mehreren Spriingen. 
Um quantitativ vergleichbare Resultate zu erhalten, mub man also 
die Anzahl der Spriinge zihlen, die der Faden macht, um einen be- 
stimmten Ausschlag zu erreichen. NaturgemaB ist bei dieser Methode 
selbst bei ziemlich unempfindlichem Elektrometer die Anzahl der 
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Abb. 1. Schaltungsschema 


Fadenspriinge, die man so zahlen kann, sehr klein, zumal da man, 
um gegen unvorhergesehene Zwischenfille (Kleben des Elektrometer- 
fadens) gesichert zu sein, besser nicht die ganze verfiigbare Skala aus- 
nutzen wird. Aus diesem Grunde erschienen uns die so gewonnenen 
Resultate noch nicht geniigend gesichert, und wir gingen spater dazu 
iiber, die Ionisationsst6Be wahrend langerer Zeit zu zihlen, d.h. wir 
benutzten die lichtelektrische Zelle quasi als Geigerschen Spitzenzahler, 
ebenfalls eine Méglichkeit, auf die schon Elster und Geitel (19) hin- 
gewiesen haben. Die hierzu nétige Schaltung unterscheidet sich 
prinzipiell nicht von der der StrommeBmethode mit Fadenelektro- 
meter: Der lichtelektrische Strom wird iiber einen hochohmigen 
Widerstand!, an dem der Spannungsabfall gemessen wird, zur Erde 
abgeleitet. Da wir aber weiter unten noch auf einige Fehlerquellen zu 
sprechen kommen miissen, sei es gestattet, hier das an sich wohlbekannte 
Schaltungsschema in allen Einzelheiten nochmals wiederzugeben (Abb. 1). 


! Fiir die Uberlassung geeigneter Widerstinde sind wir Herrn Prof. 
Dr. Kriiger, Greifswald, zu herzlichem Dank verpflichtet. 
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Es ist nicht nétig, naher darauf einzugehen; es bedeuten Z die Zelle, 
S den iiblichen Zellenschutzwiderstand, V ein elektrostatisches Volt- 
meter, 2 das Elektrometer mit Schneidenspannung, W den Ableitungs- 
widerstand in der GréBenordnung von 10% Ohm. Die Anordnung P 
diente zur Empfindlichkeitsbestimmung des Elektrometers vor und nach 
jedem Versuch. 

Biologisches Material. 

Als biologische Strahlenquelle benutzten wir Bierwiirzeagarkulturen 
von untergiriger Biethefe. Mit Riicksicht auf die Bemerkung von 
M. Baron (21): ,,.Da der Erfolg der Versuche und eine Nachpriifung unserer 
Ergebnisse an ein genaues Einhalten bestimmter Versuchsbedingungen 
gekniipft zu sein scheint .. .‘* hielten wir uns bei der Bereitung von Nahr- 
béden und beim Ansetzen der Kulturen peinlichst genau bis in alle Einzel- 
heiten an seine ja ausfiihrlich veréffentlichten Anweisungen und Rezepte. 
Zum Versuch wurden die Hefekulturen, wieder mit Riicksicht auf die Aus- 
fiihrungen Barons, meistenteils nur im Alter von 91, bis 151, Stunden 
verwendet; nur in ganz wenigen Fallen waren die Kulturen jiinger oder 
alter; namlich dann, wenn wir das Verhalten in anderen Lebensaltern 
studieren wollten. 

Versuche und Ergebnisse. 

Die eigentliche Versuchsapparatur bestand aus drei itibereinander 
gebauten Blechkasten. Im unteren befand sich das Fadenelektrometer 
(Lutz-Edelmann) mit Beleuchtungsvorrichtung. Der mittlere Kasten 
enthielt die schon beschriebene lichtelektrische Zelle, deren vollkommen 
lichtdichter Einbau wegen der nétigen zwei hochisolierten Dureh- 
fiihrungen erst nach Uberwindung mancher technischer Schwierig- 
keiten (Bernsteindurchfiihrung zur Batterie mit beiderseits angebrachten 
Hartgummischirmen, Abschirmung der Elektrometerdurchfiihrung durch 
ein einseitig offenes Kastchen und Papierschirm) einwandfrei gelang 
(vgl. Abb. 2). Der Einbau der Zelle wurde auf Lichtdichtheit gepriift, 
indem die Zellcharakteristik bei hell erleuchtetem und védllig ver- 
dunkeltem Zimmer, bei dunkelroter und bei grellweiBer Beleuchtung 
des Elektrometerfadens aufgenommen wurde. In dem dritten oberen 
Kasten, der als Thermostat mit elektrischer Beheizung ausgebildet 
war, konnten auf einem Schieber drei Glasschalchen aufgestellt werden, 
von denen gewoéhnlich eines die Kultur, das andere einen unbeschickten 
Nahrboden und das dritte nichts enthielt. Durch Verschieben des 
Schiebers von auBen konnte wahlweise dies oder jenes Schalchen vor 
die Zelle gebracht werden. Die Temperatur des Kulturkastens wurde 
anfangs zwischen 20° (Zimmertemperatur) und 32°C variiert. Da 
Hefe thermophil ist, was sich auch hier zeigte, wurde die Temperatur 
sehr bald auf 28 bis 30°C eingestellt und blieb anschlieBend bei allen 
Versuchen konstant. Unter diesen Bedingungen gedieh die Hefe sehr 
gut, muBte also auch wahrend des Versuchs intensiv sprossen. 
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Die von der Hefe nach den Angaben Gurwitschs emittierte mito- 
genetische Strahlung wurde mit Hilfe der schon beschriebenen beiden 
Methoden nachzuweisen versucht. Es sei vorweggenommen, daB alle 
unsere Versuche negativ ausfielen. Zwar schienen einzelne der zuerst 
angestellten Versuche zunachst ein positives Resultat zu liefern, doch 
konnten ihre Ergebnisse im weiteren Verlauf der Untersuchungen auf 
die noch zu erwahnenden Fehlerquellen zuriickgefiihrt werden. 

Mit der variierten Auflademethode (Zahlung der Fadenspriinge) 
wurden 19 Versuche mit verschiedenen Kulturen angestellt. Bei un- 
empfindlichem Elektrometer und bei einer Aufladung des Fadens auf 
30 Skalenteile konnten maximal aber nur drei Fadenspriinge gezahlt 
werden. Dies erschien uns nicht fiir geniigend, um irgendwelche Schliisse 
daraus ziehen zu kénnen, und wir legten deshalb diesen Versuchen 
kein Gewicht bei. Deshalb soll auch von einer Wiedergabe der erhaltenen 
Resultate hier abgesehen und nur auf eine auch fiir die noch zu be- 
schreibenden Versuche wichtige Fehlerquelle eingegangen werden. 

Um eine photoelektrische Zelle vor Beschadigungen durch plétz- 
liches zu hohes Ansteigen des lichtelektrischen Stromes bei intensiver 
Belichtung oder beim Erreichen der Glimmspannung zu schiitzen, ist 
es allgemein tiblich, vor die Zelle einen Schutzwiderstand S zu schalten. 
Dies wurde anfangs auch von uns getan. Eszeigte sich aber nun folgendes: 
Wurde die an der Zelle liegende Spannung um nur einen ganz gering- 
fiigigen Betrag erhéht, so erfolgten die Fadenspriinge, die bisher etwa 
alle 10 Sekunden auftraten, ganz plétzlich in bedeutend geringeren 
und zugleich auch regelmaBigeren Zeitabstainden. Wurde der Schutz- 
widerstand kurz geschlossen und dann die Spannung um den gleichen 
Betrag erhéht, so ging der Faden sofort aus dem Gesichtsfeld und 
klebte an den Schneiden fest. Dies war uns ein Zeichen, daB die Glimm- 
spannung erreicht war. Den Widerstandseffekt erklarten wir uns 
folgendermaBen: Erreicht die Zellenspannung den Betrag der Glimm- 
spannung, so setzt eine selbstandige Entladung in der Zelle ein, d. h. der 
lichtelektrische Strom erhéht sich sprunghaft. Am Schutzwiderstand S 
entsteht infolgedessen ein so groBer Spannungsabfall, daB die Zellen- 
spannung wieder unter die Glimmspannung sinkt. Die selbstandige 
Entladung in der Zelle reiBt also ab, der Glimmstrom bricht zusammen, 
der Spannungsabfall in S verschwindet und das Spiel beginnt von 
neuem. Wird der Schutzwiderstand dagegen kurz geschlossen, so ist 
zway die Zelle gefahrdeter, aber ein solcher stérender Effekt ist aus- 
geschlossen. 


Wir sind auf die mégliche Wirkung des Zellenschutzwiderstandes 
ausfiihrlicher eingegangen, da man, sobald man eine photoelektrische 
Zelle wie wir als ,,Zahler** verwenden will, an sie eine Spannung an- 
legen muB, die unter Umstanden nur um Bruchteile eines Volts unter 
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der Glimmspannung bleibt. Es ist nun leicht méglich, daB durch irgend- 
welche aubere Faktoren sich die Zellenspannung gerade dann etwas 
erhéht, wenn zufallig eine Hefekultur im Versuch steht. Es wird dann 
ein positiver Effekt vorgetéuscht, der in Wirklichkeit gar nicht vor- 
handen ist. 

Zur Erlangung besserer Verhaltnisse wurde nun weiterhin zur Ab- 
leitung des lichtelektrischen Stromes und Zahlung der Ionisationsst6Be 
wahrend eines langeren Zeitraumes tibergegangen. Hierbei konnten 
nun weit gréBere Zahlen (durchschnittlich 1000 bis 1500 Spriinge) 
gezihit werden. Es wurden zunachst die Fadenspriinge wahrend einer 
halben Stunde subjektiv beobachtet, welcher Zeitraum fiir den einzelnen 
Beobachter gerade noch ertraglich war. Als Ableitungswiderstand wurde 
ein Kriiger-Widerstand von 1,21 . 10! Ohm benutzt. Die Elektrometer- 
empfindlichkeit wurde auf 100 Skalenteile/ Volt eingestellt. Die an die 
Zelle gelegte Spannung betrug 231 Volt; die Glimmspannung der Zelle 
war nur wenig hoher. 

Auch bei dieser abgeinderten Methodik (Benutzung der Zelle als 
Zahlkammer) kann ein dem oben beschriebenen analoger Widerstands- 
effekt auftreten, wobei der Ableitungswiderstand W (Abb. 1) fiir die 
Fadenspriinge verantwortlich zu machen ist. Auch eine andere Fehler- 
quelle, die sogenannte Ermiidung der Zellen (22), verursachte uns 
einige Schwierigkeiten. Da beim Einbringen der Kulturen in die 
Versuchsapparatur die Zelle belichtet wurde!, konnten wir, je nach 
Wahl der Reihenfolge der Strahlungspriifungen von Hefekultur, un- 
schicktem Nahrboden und leerem Glasschalchen einen positiven oder 
negativen Effekt bei der halbstiindigen subjektiven Beobachtung 
,kiinstlich erzeugen**. Zur Erlangung von einwandfreien Resultaten 
muBten wir daher unbedingt zu langeren Beobachtungszeiten tiber- 
gehen und, da die subjektive Zahlung schon bei halbstiindiger 
Beobachtungszeit iiberaus anstrengend war, eine Registriermethode ver- 
wenden. Von den beiden Méglichkeiten, einer Verstérkung der Strom- 
stéBe (akustische Beobachtung mit Lautsprecher) und einer photo- 
graphischen Aufzeichnung der Fadenspriinge, entschieden wir uns 
fiir letztere, da wir die Entstellung oder Verfailschung der Resultate 
durch die Verstérkung in den Elektronenréhren befiirchteten. Da 
die einzelnen Fadenspriinge mitunter nahe zusammenfielen, war die 
photographische Registriermethode wegen ihrer gréBeren Trenn- 
scharfe auch unbedingt vorzuziehen. Wir registrierten die Faden- 
spriinge des Elektrometers bis maximal 6 Stunden lang, wobei wir 


1 Selbst wenn das Einbringen bei verdunkeltem, rot beleuchtetem 
Zimmer geschah, lieB sich mit der angewendeten hochempfindlichen Me8- 
methode die vorangegangene Belichtung noch langere Zeit einwandfrei 
nachweisen. 
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den Rhythmus der Exposition von Kultur, Nahrboden und Glasschale 
von 10 Minuten bis zu mehreren Stunden variierten. In keinem einzigen 
Falle von den so angestellten insgesamt 26 Versuchen konnten wir 
nach Ausschaltung der erwahnten Fehlerquellen eine Beeinflussung 
durch Kultur, Narboden oder Glasschale feststellen. Als Beispiel sei 
das Ergebnis der letzten drei Versuche in der folgenden Tabelle mit- 
geteilt, aus der auch die zeitliche Aufeinanderfolge der einzelnen Exposi- 
tionen zu ersehen ist. 
Tabelle I. 





Durchschnittliche Zahl der lonisationsstife 
Versuchsnummer und pro Minute bei Exposition yon 
Alter der Hefekultur — - " 
Glasschale N&hrboden Hefekultur 





4,0 -- 
— 4,0 
5.0 - - 
R 24 — 5.6 — 
11'/, bis 16 Std. 4,9 
— - 0 
_ 5.6 — 
7 5.7 
»,0 — 
— 4,7 
4.8 ~- 
ro _ 6,0 
6,4 _ 
te 5.3 
R 25 vis 6,8 mel 
10 bis 141/, Std. 55 a J 
me ; 6.6 
-— 6,7 
te 6.6 
5,9 - 
sii p33 6.2 
4 ~ 6.7 “ 
| 5,3 — 
R 26a* - 66 rat 
9'/, bis 111/, Std. | ~ = 
6,0 _ 
-- 7,4 -- 
R 26b* | — — 8.5 
131), bis 154/, Std. | — 8,2 
ati ame 93 


* Zwischen R 26a und R 26b wurde eine Pause von 2 Stunden eingeschaltet, 


Empfindlichkeit der angewandten Methode und Diskussion der Ergebnisse. 


Bei den negativen Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen 
war es nun zur Beurteilung ihrer Bedeutung fiir das mitogenetische 
Strahlungsproblem unerlaBlich, die absolute Empfindlichkeit und 
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Leistungsfahigkeit der angewandten Methode festzustellen. In An- 
betracht der kleinen noch nachweisbaren Lichtintensitéten bestand 
hierfiir nur die Méglichkeit, eine genau bekannte monochromatische 
Lichtquelle um meBbare Energiebetrage zu schwachen. Da fiir die 
Wellenlange der mitogenetischen Strahlung entweder der Bereich 
von 200 bis 260 my oder um 338 mu angegeben wird, muBte die Eichung 
der Zelle mit beiden Spektralbereichen vorgenommen werden. Hierbei 
ist es nicht nétig, die mutmaBlichen mitogenetischen Wellenlangen 
selbst zu verwenden. Da die spektrale Verteilungskurve der licht- 
elektrischen Empfindlichkeit des Kaliums in dem Gebiet der ultra- 
violetten Wellenlangen keinerlei ,,Unstetigkeiten“ aufweist, geniigt es 
vielmehr, die Eichung mit anderen, in der Nahe liegenden Linien des 
Quecksilberspektrums durchzufiihren. Man darf dann aus den ge- 
messenen Werten ohne weiteres diejenigen fiir andere Wellenlangen- 
bereiche extrapolieren. Wir benutzten fiir die Eichung die beiden 
Hg-Linien bei 266 und 366 my. 

















’ 
zum Elektrometer 





Abb. 2. Skizze der Apparatur. 


Das Licht einer mit geringer Belastung brennenden Quarzqueck- 
silberdampflampe (vgl. Abb. 3) wurde in einem groBen Quarzmono- 
chromator spektral zerlegt. Das homogene Licht, das durch eine 
hinter den Austrittspalt des Monochromators geschaltete Linse an- 
nahernd parallel gemacht worden war, fiel auf ein totalreflektierendes 
Prisma, durch dessen Drehung um 180° entweder die Zelle oder eine 
in gleicher Entfernung. befindliche Mollsche Flachenthermosaule 
belichtet werden konnte. Die Thermosaule diente in Verbindung mit 
einem hochempfindlichen Spiegelgalvanometer (Zernicke) zur Inten- 
sitatsbestimmung des ungeschwachten Lichtes und war mit einer Hefner- 
lampe unter Benutzung des Gerlachschen Wertes in absoluten Einheiten 
geeicht worden. Zur meBbaren Schwachung standen vierGlansche Polari- 
sationsprismen, die wahlweise hintereinandergeschaltet werden konnten, 
zur Verfiigung. AuBerdem konnten noch Filter, deren Schwaichungs- 
koeffizienten bekannt waren, in den Strahlengang gebracht werden. 
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Wahrend der Eichung muBte der Deckel der Apparatur (vgl. 
Abb. 2) abgenommen werden. Da eine Kaliumzelle auch auf sichtbares 
Licht anspricht, war es nétig, von ihr alle Spuren schadlichen Neben- 
lichts abzuhalten. Die Quecksilberlampe samt Monochromator wurde 
lichtdicht in Tiicher und Papierschirme eingehillt und das Zimmer 
vollkommen verdunkelt. Das Spiegelgalvanometer wurde im Neben- 
zimmer aufgestellt. Beim Verdunkeln des Zimmers geniigte ein ein- 
faches SchlieBen der Tiiren nicht, auch die Tiirritzen und Schliissel- 
locher muBten durch vorgeklebtes Papier gut gesichert werden. 


Thermasaule i 
_—_ 






, rw ford 
= 


Abb. 3. Eichanordnung. 


Die Eichung selbst ging folgendermaBen vor sich: Nachdem die 
Lampe sich | bis 2 Stunden lang eingebrannt hatte, wurde das total- 
reflektierende Prisma zur Thermosiule hingedreht und die aus dem 
Monochromator austretende Lichtmenge gemessen. Alsdann wurde 
der Austrittspalt verdeckt, das Prisma auf die Zelle gerichtet und 
die Zahl der Fadenspriinge des Elektrometers, also die Spontan- 
schwankungen, wahrend einer bestimmten Zeit gezahlt. Nun wurden 
in den Strahlengang Filter! und Nicols geschaltet, der VerschluB des 
Spaltes gedffnet und das austretende Licht durch Abstimmen der 
Filter und Drehung der Nikols auf den etwa 100-millionsten Teil ge- 
schwacht solange, bis sich die Zahl der Spriinge gegeniiber denen bei 
unbelichteter Zelle um 100°, vergréBert hatte. Wir wahlten diesen 
Wert, weil wir bei unseren Versuchen eine Vermehrung der spontanen 
Spriinge auf die doppelte Zahl bei exponierter Hefe mit Sicherheit 
hatten nachweisen kénnen. Der so definierte Schwellenwert des licht- 
elektrischen Nachweises mit unserer Apparatur wurde fiir die ver- 
wendete Zelle auf diese Weise 

‘ bei 366 my zu 1,67 . 10~° Erg/sec 
und 

bei 266 mu zu 1,33 . 10~-" Erg sec 


' Als Filter dienten uns bei 366 my gleichmaBig geschwarzte photo- 
graphische Platten; bei 266 my wurden Deckgliser verwendet. 
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ermittelt. Wir befinden uns damit in Ubereinstimmung mit den An- 
gaben von Elster und Geitel, wenn man bedenkt, daB diese im selektiven 
Gebiet des Kaliums gearbeitet haben. Man kann unser Resultat auch 
in Quanten ausdriicken: Die Empfindlichkeit unserer Anordnung ist 
so grob, dab, wenn in einer Sekunde 


3,1. 10% Quanten der Wellenlinge 366 my 
oder 
1,8. 10% Quanten der Wellenlinge 266 my 


auf die Zelle fallen, die Zahl der spontanen IonisationsstéBe, die hier 
1] bzw. 15 betrug, um 100°, erhéht werden. 

Was bedeutet dieses Resultat in Verbindung mit den negativ ver- 
laufenen Versuchen fiir das behandelte mitogenetische Strahlungs- 
problem? Bei der Beantwortung miissen wir zundchst vorausschicken, 
daB die untersuchten Kulturen unbezweifelbar waihrend des Versuchs 
stets sehr gut sproBten, also nach Gurwitsch auch unbedingt Strahlung 
emittieren muBten. Die verwendeten Kulturschalen besaBen einen 
Durchmesser von 4 cm; die Hefekulturen, die stets zusammenhangend 
die gesamte Agaroberfliche bedeckten!, nehmen also einen Raum 
von 12,5qem ein. Da eine einzelne Hefezelle quasi eine Kugel von 
10 « Durchmesser darstellt, k6nnten also auf einem Quadrat millimeter 
bequem 104 Zellen und auf der ganzen Agaroberflache 1,25 . 107 Zellen 
gedeihen. Wir wollen aber, um vollstandig objektiv zu sein, ungiinstiger- 
weise annehmen, da®B nur die Halfte der Oberfliche mit Hefezellen 
bedeckt sei. Wir kommen dann zu 0,6. 107 Zellen, die sich wahrend 
des Versuchs itiber der lichtelektrischen Schicht der Zelle (15,7 qem) 
befinden. Verwenden wir zu unserer Berechnung die Angaben von 
Chariton, Frank und KannegieBer (23), die mit 2,5.10° Zellen je 
Quadratzentimeter Agaroberfliche rechnen, so kommen wir zu einer 
Gesamtzahl von 3,12 .107 Hefezellen. Weiterhin wollen wir wieder 
ungiinstigerweise annehmen, da die Sprossungsintensitét nur 10°, 
betrug?. Dies wiirde heiBen, daB 6.105 Zellen oder nach Chariton, 
Frank und KannegieBer 3,12 . 10° sprossende Zellen in einer Sekunde 
rund 3.10% Quanten® aussenden miiBten, um die gezahlten Spriinge 
unseres Elektrometerfadens zu verdoppeln. Wenn also eine sprossend: 
Hefezelle nach unserer Berechnung auch nur alle 200 Sekunden (nach 


' Andere wurden von vornherein nicht zu den Versuchen verwendet. 
Es wurden stets drei bis fiinf Kulturen gleichzeitig angesetzt, von denen 
wir dann die beste auswiahlten. 

2 In Wirklichkeit war aber ganz sicher stets die mégliche Maximal- 
intensitat, die nach Baron (21) um 50°, schwankt, bei allen untersuchten 
Hefekulturen vorhanden. 

3 Um wieder den ungiinstigeren Wert zu nehmen. 
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den russischen Angaben sogar nur alle 1000 Sekunden) ein einziges Quant 
emittieren wiirde, so hitten wir dies einwandfrei registriert. Wir haben 
aber in keinem einzigen Falle mit unserer Anordnung auch nur eine 
Andeutung von Strahlung gefunden. 

In der oben zitierten Arbeit von Chariton, Frank und KannegieBer 
wird als mitogenetischer Schwellenwert fiir eine Hefezelle der Wert 
von 160 Quanten angegeben. Andererseits gibt Baron (21) an, dab 
er bei ,,Mutoinduktion® von Hefekulturen nach zweistiindiger Versuchs- 
dauer bereits einen groben positiven Ausschlag hatte. Bei Beriick- 
sichtigung unserer Ergebnisse erscheint es uns unverstandlich, wie 
diese beiden Angaben miteinander harmonieren kénnen, denn bei 
angenommener Existenz der, mitogenetischen Strahlung diirfte, nach 
den Ergebnissen Barons zu urteilen, der mitogenetische Schwellenwert 
dann nicht gréBer sein als 36 bzw. bei Beriicksichtigung der russischen 
Angaben (s. vorher) nur sieben Quanten. 

Wir haben dieses Beispiel nur erwahnt, weil uns zufalligerweise 
Sonderdrucke von beiden Arbeiten vorlagen; glauben aber, daB sich 
die Zahl solcher und ahnlicher Unstimmigkeiten bei genauerer Durch- 
sicht der gesamten mitogenetischen Literatur noch vermehren lieBe. 
Es ist deshalb unsere Ansicht, daB die Grundlagen und Tatsachen, 
die die Existenz der sogenannten mitogenetischen Strahlung, die dann 
nicht intensiver sein dirfte, als wir mit Hilfe der empfindlichsten 
physikalischen Methode oben angeben konnten, beweisen sollen, wohl 
doch noch nicht geniigend durchgearbeitet sein diirften. Aus diesem 
Grunde mu®B es uns zweckdienlicher erscheinen, statt nach neuen 
,mitogenetischen Effekten“ zu suchen, die bisher vorliegenden 
Ergebnisse und auch die angewandte Versuchsmethodik nach méglichst 
vielen Richtungen hin nachzupriifen und zu versuchen, etwa vorhandene 
noch verborgene Fehlerquellen auszumerzen. 

Wir setzen unsere Untersuchungen fort, indem wir einerseits auch 
andere ,,mitogenetische Strahler’* noch heranziehen, andererseits die 
Empfindlichkeit des Nachweises durch Verwendung anderer Zellen 
noch zu erhéhen versuchen und auBberdem auch summierende photo- 
chemische MeBmethoden verwenden. Uber unsere weiteren Ergebnisse 
werden wir demnachst berichten. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden Anfang 1929 begonnen und 
im August 1930 beendet. 
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Ill. Mitteilung: 
(Cholesterin und Lecithin im Wasser- und Siure/Basenhaushalt.) 


Von 
J. Dahmlos und A. Solé. 


(Aus der Universitats-Kinderklinik Greifswald.) 


(Eingegangen am 7. September 1930.) 


Von Spranger wurden im 218. Band, Hefte 4 bis 6 und im 221. Band, 
Hefte 4 bis 6 dieser Zeitschrift Untersuchungen iiber die Wasser-, 
Saure- und Basenresistenz mit Kolloiden vorbehandelter roter Blut- 
kérperchen berichtet. 

Gewaschene rote Blutkérperchen vom Schaf und Menschen wurden 
mit isotonischen Traubenzuckerlésungen vorbehandelt, die hoch disperse 
Suspensionen von Neutralfett, Cholesterin oder Cholesterinester oder 
hoch disperse Lésungen von Lecithin, einwertigen Seifen oder Albumin 
in Blutserumkonzentration enthielten. Die roten Blutkérperchen wurden 
nach einer gewissen Behandlungszeit von den Kolloiden abzentrifugiert, 
in isotonischen NaCl Lésungen aufgeschwemmt und diesen Auf- 
schwemmungen steigende Betrige destillierten Wassers zugesetzt. 

Dabei zeigte sich, dab hydrophile Kolloide die Resistenz roter 
Blutkérperchen, an den Hamolysengrenzen gemessen, dem Wasser 
gegeniiber erniedrigen, hydrophobe aber erhéhen. Die Veranderung 
der Wasserresistenz ist eine betrachtliche. Wahrend die Kontrollen 
(rote Blutkérperchen von Schafen) bei 0,62°,, NaCl-Gehalt hamo- 
lysieren, tritt nach Vorbehandlung mit hydrophilen Kolloiden die 
Hamolyse schon bei 0,72°,, NaCl und nach Vorbehandlung mit hydro- 
phoben Kolloiden erst bei 0,50 °,, NaCl-Lésung ein. Bei gleichbleibendem 
Ionengehalt schwankt also die Himolysegrenze je nach der Art der in 
der Reaktion anwesenden Kolloide zwischen 0,72 und 0,50°, NaCl. 
Die Wirkung der hydrophilen kann durch hydrophobe Kolloide auf- 
gehoben werden und umgekehrt, ohne Riicksicht auf die chemische 
Beschaffenheit der verwandten Stoffe. 
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Es gelang durch Volumenbestimmungen im Quellungs- und Entquellungs- 
versuch die Zellgrenzschicht als Angriifsort der Kolloidwirkung zu lokali- 
sieren. Die mit hydrophilen Kolloiden vorbehandelten und, verglichen mit 
den Kontrollen, weniger wasserresistenten roten Blutkérperchen nehmen 
im Quellungsversuch bei gleichem osmotischen Druck gréBere und im 
Entquellungsversuch kleinere Volumina an als die Kontrollen. Es kann 
also durch die Vorbehandlung mit hydrophilen Kolloiden nicht das Gesamt- 
protoplasma hydrophiler geworden sein und im Quellungsversuch mehr 
Wasser angezogen haben, als die Zellgrenzschicht ohne Verletzung ein- 
schlieBen konnte, weil ein solches Protoplasma der Entquellung gréSeren 
Widerstand entgegensetzen miiBte als die Kontrollen. Da im Entquellungs- 
versuch das Gegenteil der Fall ist und die mit hydrophilen Kolloiden vor- 
behandelten roten Blutkérperchen kleinere Volumina annehmen als die 
Kontrollen, kann es sich nur um eine Erleichterung des Wasserein- und 
-austritts durch die Zellgrenzschichten handeln. Um eine Erschwerung 
des Wasserein- und -austritts durch die Zellgrenzschicht handelt es sich 
bei den Wasser resistenteren, mit hydrophoben Kolloiden vorbehandelten 
roten Blutkérperchen, weil sie bei gleichem osmotischen Druck im Quellungs- 
versuch kleinere und im Entquellungsversuch gréBere Volumina annehmen 
als die Kontrollen. 


In gleicher Weise wie zur Priifung der Wasserresistenz mit Chole- 
sterin und Lecithin vorbehandelte rote Blutkérperchen wurden in 
verschiedenen isotonischen Neutralsalzlésungen aufgeschwemmt, der 
Wirkung von Sauren und Basen ausgesetzt und die Hamolysegrenze 
mit denen der Kontrollen verglichen. Es zeigte sich, daB freies Chole- 
sterin (und in Stichproben ebenso verestertes Cholesterin) rote Blut- 
kérperchen vor der Saurewirkung ebenso schiitzen wie vor der des 
Wassers. Diese Resistenzsteigerung Saéuren gegeniiber war bei allen 
gepriiften anorganischen und organischen bis hinauf zur Buttersdiure 
zu beobachten. Die Resistenzsteigerung ist in verschiedenen Neutral- 
salzlésungen verschieden hoch. Diese Erscheinung ist auf eine Inter- 
ferenz zwischen Cholesterin- und lonenwirkung zuriickzufiihren. In 
Neutralsalzlésungen mit gleichen Anionen, aber verschiedenwertigen 
Kationen steigt der Cholesterineffekt mit der Wertigkeit der Kationen. 
In isotonischen CaCl,-Lésungen z. B. vertragen die mit Cholesterin 
vorbehandelten roten Blutkérperchen sechsmal gréBere Sauremengen 
ohne Hamolyse als die Kontrollen. In Neutralsalzlésungen mit ein- 
wertigem Kation ist die Resistenzsteigerung der mit Cholesterin vor- 
behandelten roten Blutkérperchen Sauren gegeniiber, verglichen mit 
den jeweiligen Kontrollen, wesentlich geringer. In Gemischen von 
Neutralsalzlésungen mit gleichen Anionen, aber ein- und zweiwertigen 
Kationen wird der hohe Cholesterineffekt, der in Neutralsalzlésungen 
mit zweiwertigen Kationen zustande kommt durch die mit einwertigen 
Kationen gesenkt, der niedrige Cholesterineffekt in Neutralsalzlé6sungen 
mit einwertigen Kationen durch solche mit zweiwertigen erhéht. Auf 
den Cholesterineffekt wirken mit anderen Worten ein- und zweiwertige 
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Ionen antagonistisch. Lecithin senkt die Resistenz roter Blutkérperchen 
gegen Séuren, anorganischen sowohl als organischen bis hinauf zur 
Buttersdure. In verschiedenen Neutralsalzlésungen ist der Lecithineffekt 
verschieden hoch. Der héchste Lecithineffekt kommt zusammen mit 
K-Salzen zustande. In isotonischen K N O,-Lésungen vertragen die mit 
Lecithin vorbehandelten roten Blutkérperchen ohne Hamolyse nur die 
Halfte der Saiuremengen wie die Kontrollen. Die Wertigkeit der Kationen 
spielt fiir den Lecithineffekt keine Rolle. Ein Kationenantagonismus 
ist aber auch auf den Lecithineffekt insofern nachweisbar, als der 
geringe Li-Lecithineffekt durch K erhéht und der hohe K-Lecithin- 
effekt durch Li gesenkt werden kann. Ebenso wie bei der Wasser- 
resistenz ist die Wirkung der hydrophilen Kolloide auf die Saure- 
resistenz durch hydrophobe aufhebbar und umgekehrt. Entsprechend 
der Interferenz zwischen Kolloid- und Tonenwirkung ist der Umfang 
der gegenseitigen BeeinfluBbarkeit in verschiedenen Neutralsalz- 
lésungen verschieden hoch. 

Lecithin senkt in ganz eklatanter Weise die Resistenz roter Blut- 
kérperchen gegen Basen. Mit Lecithin in Blutserumkonzentration 
vorbehandelte rote Blutkérperchen hamolysieren bei l00fach ge- 
ringeren Ammoniakbetragen als die Kontrollen. Eine Interferenz mit 
Ionenwirkungen war nicht festzustellen. Dieser machtige Lecithineffekt 
ist durch Cholesterin restlos aufhebbar. Cholesterin erhéht die Resistenz 
roter Blutkérperchen Basen gegeniiber, aber im Gegensatz zur Steigerung 
der Saureresistenz in theoretisch auBerordentlich interressanter Weise 
nur fiir Minutenfrist. 

Die beiden berichteten Arbeiten von Spranger stellten eine Fort- 
setzung seiner Veréffentlichung aus dem 208. Bande, Hefte 1 bis 3 
dieser Zeitschrift ,,Zur physikalischen Chemie der Kérperfette’ dar. 
Spranger studierte in dieser friiheren Arbeit die physikalische Wirkung 
hydrophiler und hydrophober Kolloide auf die Struktur von Modell- 
lésungen, die in ihrem lonen- und Kolloidgehalt dem Protoplasma 
glichen. Die Veranlassung zu diesen Studien waren die machtigen 
klinischen Effekte der zurzeit im Vordergrund des arztlichen Interesses 
stehenden Lipoide, des bestrahlten Ergosterins, des weiblichen Sexual- 
hormons, des Vitamin A, die in bekannte chemische oder physikalische 
Gesetze einzuordnen, bisher nicht gegliickt war. Wir’ suchten den 
Schwerpunkt dieser Lipoidwirkung auf physikalisch-chemischem Gebiet, 
in der eigenen Zustandsform dieser Lipoide und in der Beeinflussung 
der Zustandsformen anderer Stoffe und gingen von folgenden Er- 
wagungen aus: Bevor der Wirkungsmechanismus dieser Speziallipoide 
geklart werden kann, mubte versucht werden, den der gewéhnlichen 
lipoiden Zellbausteine, die zu jeder Zeit in jeder Zelle enthalten sind, 


in seinen Grundziigen in chemische oder physikalische GesetzmaBigkeiten 
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einzuordnen. Fir diese Fragestellung konnte jede Zelle zur Priifung 
einfacher Reaktionen herangezogen werden, wahrend dort spezielle 
Erfolgsorgane zur Erzielung komplexer, schwer itibersehbarer Reaktionen 
notwendig waren. Es ergab sich dafiir die Notwendigkeit, den Sammel- 
begriff Lipoide aufzulésen. Die Klassifizierung und Charakterisierung 
dieser Kérperklasse lediglich nach ihrem Verhalten gegeniiber Fett- 
lésungsmitteln erwies sich fiir biologische Untersuchungen als zu ein 
seitig. Dazu muBten sie mindestens auch nach ihrem Verhalten gegen- 
iiber dem anderen Hauptlosungsmittel des Protoplasmas, dem Wasser 
charakterisiert werden. Unter diesem Gesichtspunkt zerfallen die 
Lipoide in zwei physikalisch-chemisch auBerordentlich differente 
Korperklassen: in hydrophile und hydrophobe Kolloide. 

Von den hydrophoben Kolloiden nimmt das Neutralfett insofern eine 
Sonderstellung ein, als es zum Wasser gar keine Verwandtschaft hat und 
in Wasser véllig unléslich und mit Wasser unbenetzbar ist. Die Hydrophobie 
anderer hydrophober Kolloide, die des freien Cholesterins, vor allem aber 
der héheren Cholesterinester, ist eine geringere. Hdber ist in der letzten 
Autlage seines bekannten Lehrbuches der physikalischen Chemie der Zelle 
sogar geneigt, die héheren Cholesterinester zu den hydrophilen Kolloiden 
zurechnen. Dagegen wire zu sagen, da$ ihnen grundlegende Eigenschaften 
dieser K6rperklasse fehlen, daB sie aber gewisse hydrophile Ziige tragen', 
ebenso wie das Lecithin auf der hydrophilen Seite gewisse hydrophobe 
Ziige zeigt?. Wie auf der lipophilen, d.h. hydrophoben Seite der Zell- 
kolloide die Hydrophobie der verschiedenen Stoffe verschieden gro8 ist, 
di‘feriert auf der hydrophilen, d.h. der lipophoben Seite die Verwandt- 
schaft zum anderen protoplasmatischen Lésungsmittel, dem Fett. Eiweif 
hat die geringste, Phosphatide und einwertige Seifen aber eine deutliche 
Verwandschaft zum Fett. 

Wir gingen nun von der Tatsache aus, daB die beiden protoplasmati- 
schen Hauptlésungsmittel, Wasser und Neutralfett, gar keine Be- 
ziehungen zueinander haben, ineinander voéllig unléslich und mitein- 
ander voOllig unbenetzbar sind, daB sie auch Extreme insofern dar- 
stellen, als das Wasser eine polare, das Fett eine apolare Fliissigkeit 
ist, daB aber jedes von ihnen Stoffe enthalt, die zum anderen Lésungs- 
mittel eine gewisse Verwandtschiaft haben. An der Grenzfliche 
Fett /Wasser ist die Mehrzahl der im Wasser oder Fett enthaltenen 
Stoffe grenzflachenaktiv. Unter diesen Stoffen nehmen aber die eine 
Sonderstellung ein, die im Wasser und damit an der Grenzflache 
Wasser Fett in kolloidaler Form auftreten. Grenzflachenaktive Kolloide 
miissen sich an der Grenzflache der beiden Lésungsmittel in kolloidaler 
Form anhaufen, die Grenzflachenspannung zwischen beiden erniedrigen 
und auf die zum Lebensablauf notwendige innige Aufteilung der beiden 


1 Keeser, diese Zeitschr. 154, 321, 1900. 
2 Neubauer u. Porges, ebendaselbst 7, 152, 1900. 
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protoplasmatischen Lésungsmittel ineinander EinfluB nehmen. Samt- 
liche Lipoide sind grenzflachenaktiv, simtliche Lipoide treten im Wasser 
und an der Grenzflache Fett/Wasser in kolloidaler Form auf. Die 
Lipoide zerfallen nach ihrem Verhalten dem Wasser gegeniiber in zwei 
physikalisch differente Korperklassen, in hydrophile und hydrophobe 
Kolloide. Grenzflichenaktive Kolloide an der Grenzfliche Fett /Wasser 
miissen je nach ihrer gréBeren Verwandtschaft zu dem einen oder dem 
anderen Lésungsmittel verschiedenen EinfluB auf die Verteilungsart 
von Fett und Wasser ineinander nehmen. In dieser Rolle der Lipoide, 
als Grenzflachenbildner und als Briickensubstanz zwischen den beiden 
Extremen Fett und Wasser, wurde der Schwerpunkt der Lipoidwirkung 
gesucht. 

Schiittelt man die beiden protoplasmatischen Hauptlésungsmittel 
mit den verschiedenen Zellkolloiden, so zeigt sich folgendes: 


Dispersion von Fett in Wasser Dispersion von Wasser in Fett 
O/W w/O 
EiweiB Cholesterin 
Lecithin Cholesterinester 
Einwertige Seifen (Laurinsiure aufwarts) Mehrwertige Seifen 
OH H* 
cl’ Ca** 
ro,” Mg** 
SO,” Fe" 


Hydrophile Kolloide dispergieren Fett in Wasser, hydrophobe Wasser 
in Fett. Eine Dispersion von Fett in Wasser wird O/W = O1l/Wasser- 
emulsion, eine Dispersion von Wasser in Fett W/O — Wasser Olemulsion 
genannt. Die makroskopische Beschaffenheit beider Dispersionsarten 
hangt weitgehend von der Konzentration der jeweiligen inneren Phase 
ab, die einen auBerordentlichen Umfang annehmen kann. Es sind in 1 ccm 
Wasser 99 ccm Fett und in Leem Fett etwa 90ccem Wasser dispergiert 
worden. Bei héherer Konzentration der inneren Phase sind beide Emulsions- 
formen halbfest und plastisch, immer aber ist eine O W mit Wasser ver- 
diinnbar und leitet den elektrischen Strom, wahrend eine W/O mit Wasser 
unverdiinnbar ist und den elektrischen Strom nicht leitet. 

Sind mehrere Kolloide in der Reaktion anwesend, so miissen sie sich 
nach dem Ma8 ihrer Grenzflachenaktivitit verdrangen und konzentrieren. 
Je nachdem die Konzentration hydrophiler oder hydrophober Kolloide 
in der Grenzflache gréBer ist, muB es zur Aufteilung von Wasser in Fett 
oder von Fett in Wasser kommen. Der Umfang der Grenzfliche wird bei 
jeder Verteilungsart dann antagonistisch von den beiden Kolloidarten 
bestimmt. Heben sich die beiderseits verschieden gerichteten Grenzflichen- 
energien in gemischten Kolloidhaéuten auf, zeigen diese gar keine 
Kriimmungen, so sind Fett und Wasser maximal entmischt. Mit diesen 
mechanischen Energien interferieren ionale Krafte. Fett tragt gegeniiber 
Wasser eine negative Ladung, die durch die umhiillenden Kolloidhaiute 
bei der Zellreaktion nicht verindert wird. Je nach dem Charakter der 
Kolloidhaut aber und je nach der Art. Konzentrationen und Wertigkeit 
der im System enthaltenen Ionen kommt es zu einem Anionen- oder Kat- 
ioneniiberschuB an der Grenzflache. Adsorbieren die kolloidalen Grenz 
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flaichenhaute leichter Anionen oder ist ein AnioneniiberschuB8 im System 
vorhanden, so kommt es zur Verstarkung der negativen Ladung der Fett- 
massenteile und zu einer Stabilisierung der Dispersion von Fett in Wasser. 
Adsorbiert das Grenzflaichenkolloid mit Vorliebe Kationen oder ist ein 
Kationeniiberschu8 im System vorhanden, so kommt es zur Entladung 
der Fettmassenteile, zum Aufhéren der gegenseitigen AbstoBung, zu einem 
ZusammentlieBen der Fettmassenteile und bei einem’ entsprechenden 
UberschuB8 elektrischer Energie zu einer Phasenumkehr und zu einer Dis- 
persion von Wasser in Fett. Hydrophile Kolloide mit ihrer schlechteren 
Benetzbarkeit mit Fett, der daraus resultierenden héheren Grenztlaichen- 
spannung auf der Fettseite, ihrer Kriimmung nach dieser Richtung, ihrer 
Tendenz Fettmassenteile zu umbiillen, adsorbieren leichter Anionen, 
hydrophobe Kolloide mit ihrer schlechteren Benetzbarkeit durch Wasser, 
ihrer héheren Grenzflachenspannung auf der Wasserseite und ihrer Tendenz, 
Wassermassenteile zu umbhiillen, adsorbieren leichter Kationen. Mecha- 
nische und elektrische Energie kann synergetisch und antagonistisch auf- 
treten. Jede der beiden Energiearten kann fiir sich allein zum gleichen 
Ziele fiihren. 

Unter diesen Gesichtspunkten wurden die Sprangerschen Unter- 
suchungen tber die Struktur von Modellésungen angestellt, deren 
Ionen- und Kolloidgehalt dem Blutserum oder den Geweben von 
Saugetieren glich. In den gebrauchlichen Lehrbiichern der physikali- 
schen Chemie der Zelle und der Gewebe wird dem in einfachen Systemen 
beobachteten antagonistischen physikalischen Wirkungen der beiden 
Kolloidklassen auf die Verteilung von Wasser und Fett ineinander 
kaum Rechnung getragen. In etwas einseitiger Weise st6Bt man auf 
die Anschauung, daB die Lehre von der Zustandsform der hydrophilen 
Kolloide der eigentliche Boden sei, aus dem die Biologie Nahrung 
zieht. Wegen der gegenseitigen Mengenverhaltnisse zwischen den 
hydrophilen und hydrophoben Kolloiden und wegen der Erfahrung 
mit hydrophoben Metallsuspensionen, denen hydrophile Kolloide 
zugesetzt werden, die um die hydrophoben Suspensionen hydrophile 
Schutzkolloidhaute bilden, jene der Ionenwirkung entziehen und ein 
relativ ionenstabiles hydrophiles Milieu schaffen, wird die Meinung 
vertreten, daB sich der Lebensablauf in rein hydrophilem Milieu voll- 
ziehe und die Reaktion der hydrophilen Kolloide mit Wasser und den 
Ionen souverin Struktur und Funktion des Protoplasmas bestimmen. 
Diese fast allgemeine Auffassung tragt aber der Tatsache nicht Rechnung, 
daB aus dem Fett hydrophobe Kolloide an die Grenzflache drangen, 
daB es zur Bildung gemischter hydrophiler und hydrophober Grenz- 
kolloidhaute mit deren gegenseitig gerichtetem Kriimmungsbestreben 
kommt, gemischter Grenzflachenhaute, die auberdem je nach der 
Konzentration der beiden Kolloidarten in ihnen ionenstabil oder ionen- 
labil sein kénnen. AuBerdem werden eventuell verschiedene Intensitaten 
der physikalischen Wirkung der verschiedenen Zellkolloide nicht in 
Rechnung gesetzt, eine verschieden groBe Grenzflichenaktivitat, die 
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zur Verdrangung weniger grenzflachenaktiver Kolloide fiihren miBbte, 
und ebenso wenig das eventuell verschieden groBe emulgatorische Ver- 
mégen der verschiedenen Zellkolloide, das eine Funktion einer ver- 
schieden groBen Verwandtschaft zu beiden Lésungsmitteln ist. Endlich 
ware zu bedenken, daB es an Protoplasmagrenzen, interplasmatischen 
sowohl als an den Zellgrenzschichten wegen der Grenzflachenaktivitat 
der Lipoide zu hohen Lipoidkonzentrationen kommen mu, in denen 
sich das Verhaltnis der hydrophoben und hydrophilen Kolloide zu 
Ungunsten der hydrophilen verschieben muB. Findet an diesen Proto- 
plasmagrenzen das in einfachen Systemen beobachtete Spiel der hydro- 
philen und hydrophoben Kolloide auf die Phasenform statt, die Bildung 
von wasserverdiinnbaren und wasserunverdiinnbaren Phasenformen, 
so miuBte das fiir die Stoffbewegung im Protoplasma von der gréBten 
Bedeutung sein. 


Spranger konnte in Modellésungen, deren Ionen- und Kolloidgehalt 
dem Blutserum glich, zeigen, daB die Art der Aufteilung von Fett und 
Wasser ineinander und der Umfang der Grenzfliche beider im wesentlichen 
eine Funktion der in der Reaktion anwesenden Cholesterin- und Lecithin- 
mengen ist. In Modellésungen, die pathologischen Geweben glichen, konnten 
grobe Entmischungen zwischen Fett und Wasser, ja Phasenumkehrungen 
beobachtet werden. Den markantesten EintluB auf Art und Umfang der 
Aufteilung von Fett und Wasser iiben auf der hydrophilen Seite das Lecithin 
und auf der hydrophoben die héheren Cholesterinester aus. Verestertes 
Cholesterin wirkt ceteris paribus etwa acht- bis zwélfmal starker ent- 
mischend als freies. Das Lecithin und die héheren Cholesterinester sind 
jedes in seiner Kolloidgruppe eine Art Ubergangskolloid zur anderen Kérper 
klasse. Das Lecithin als hydrophiles Kolloid zeigt gewisse hydrophobe 
Ziige, die héheren Cholesterinester gewisse hydrophile. Entsprechend 
ihrer héheren Verwandschatt zum anderen Lésungsmittel verdringt jedes 
von beiden andere Glieder seiner Kolloidklasse aus der Grenzflache, die 
zum anderen Lésungsmittel eine geringere Verwandtschaft haben und 
infolgedessen weniger grenzflichenaktiv sind (Lecithin verdrangt Albumin, 
Cholesterinester freies Cholesterin). In den Grenzschichten selbst kommt 
es wegen der Zwischenstellung von Lecithin und héheren Cholesterinestern 
zwischen den beiden Kolloidgruppen und ihrer daraus resultierenden 
gréBeren Affinitét offensichtlich leichter zur Bildung einer gemischten 
Grenzkolloidhaut (die mancherorts als eine eigene Phase betrachtet wird). 
innerhalb dertn die verschieden gerichteten Grenztlichenenergien zum 
Ausdruck kommen, als wenn z. B. Albumin und Cholesterin als Antagonisten 
an der Grenzfliche auftreten. LieB sich so von Spranger schon bei der 
Kolloidkonzentration des Blutserums und der Gewebe die antagonistische 
Wirkung hydrophober Kolloide nachweisen, so muBte sie an Protoplasma- 
grenzen mit deren hohen Lipoidkonzentrationen mit noch gréBerer Wahr- 
scheinlichkeit erwartet werden. 


Degkwitz! hatte sich die Frage vorgelegt, ob die von Spranger in 
Modellésungen beobachteten Erscheinungen, die antagonistische 


! Klin. Wochenschr. 1929. 
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Wirkung der hydrophilen und hydrophoben Kolloide auf die Verteilung 
von Wasser und Fett ineinander, d.h. auf die Struktur protoplasma- 
tischer Modellésungen, auch in vivo statthat. Es war ja ohne weiteres 
denkbar, daB die wirksamsten hydrophilen und hydrophoben Kolloide 
in vivo chemische oder physikalische Verbindungen eingingen, die 
ihre beiderseitigen an Modellésungen beobachteten Wirkungen ver- 
schwinden lieben. Als Beweis, daB im lebenden Protoplasma die gleichen 
Erscheinungen zustande kommen wie in Modellésungen, hielt er folgende 
Voraussetzungen fiir notwendig: 

1. Es muBte gelingen, durch die Applikation einzelner lipoider 
Zellbausteine in physiologischen Konzentrationen an Zellen Reaktionen 
zu erzielen. Die Applikation eines Einzellipoids bedeutet eine Stérung 
der Mengenkorrelation der Zellipoide und ging in Modellésungen mit 
Zustandsanderungen einher. 

2. Veranderte Zellreaktionen konnten auf Zustandsanderungen 
der Zellstruktur zuriickgefiihrt werden, wenn es gelang, solche Zell- 
reaktionen nicht nur regelmaBig hervorzurufen, sondern durch die 
Applikation antagonistisch gerichteter Kolloide in physiologischen 
Konzentrationen ohne Riicksicht auf deren chemische Beschaffenheit 
zu verhiiten. 

3. Die beobachteten Zellreaktionen muBten auf Zustandsanderungen 
zuruckzufiihren sein, wie sie Spranger in Modellésungen beobachtet 
hatte. 

Degkwitz gelang es, 150 bis 200 Paramaecien mit Natriumoleat in 
einer Konzentration von 0,01 °,, mit Lecithinkonzentrationen von 0,007 °,, 
mit Trioleinkonzentrationen von 0,03°,, mit Cholesterinkonzentrationen 
von 0,009 °,, mit Cholesterinesterkonzentrationen von 0,007 ©, nach einigen 
Stunden zu téten. Die Lipoide wurden in gut dispersem Zustande der 
Paramaecienaufschwemmung zugesetzt. Es gelang ihm aber nicht nur 
die Tiere zu vergiften, sondern den sicher zu erwartenden Tod mit physika- 
lisch entgegengerichteten Kolloiden ohne Riicksicht auf deren chemische 
Beschaffenheit zu verhiiten. Brachte er eine untertédliche Dosis eines 
Einzellipoids an die Tiere heran und 8 bis 10 Stunden spater eine einfach 
oder mehrfach tédliche Dosis eines anderen, so zeigte sich, daB vor hydro- 
philen Kolloiden nur hydrophobe schiitzen und umgekehrt ohne Riicksicht 
auf deren chemische Beschaffenheit. Wurden gleichzeitig mehrere Lipoide 
an die Tiere herangebracht, so zeigte sich, parallel dem Loebschen Ionen- 
antagonismus, da8 solche Lipoidkombinationen am ungittigsten sind, die 
in ihrer Mengenkorrelation der Lipoidkombination gleichen, wie man sie 
im Serum der Saugetiere findet. Aus den Entgiftungsversuchen geht hervor. 
da8 der durch Einzellipoide verursachte Tod nicht auf Molekularreaktionen 
sondern auf Zustandsanderungen zuriickgefiihrt werden mu, denn zur 
Verhiitung dieses Todes waren physikalisch entgegengerichtete Kolloide 
ohne Riicksicht auf deren chemische Beschaffenheit notwendig (Pra- 
misse 1 und 2). 

Die weiter oben berichteten und von Spranger angestellten Unter- 
suchungen an roten Blutkérperchen sollten AufschluB dariiber geben. 
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woran die Paramaecien gestorben waren, und sollten uns Tatsachenmateria! 
dariiber verschaffen, ob die durch die verwandten Lipoide an lebendem 
Protoplasma hervorgerufenen Zustandsinderungen als solche Zustands- 
anderungen aufgefaBt werden miiBten, wie sie Spranger in Modellésungen 
beobachtet hatte (Primisse 3). Betrachtet man unter diesem Gesichts- 
punkt die Sprangerschen Untersuchungen tiber die durch Lipoidwirkung 
verinderte Wasser-, Saure- und Basenresistenz roter Blutkérperchen, so 
laBt sich etwa folgendes sagen: Als Witkungsort der Lipoide wurden die 
Zellgrenzschichten erkannt. Die gleichen Kolloide, die in der Modell- 
lésung eine Dispersion von Fett in Wasser hervorrufen und eine Phasen- 
form schaffen, die mit Wasser verdiinnbar ist, setzen die Resistenz roter 
Blutkérperchen gegen Wasser und wasserlésliche Sauren und Basen herab. 
Die gleichen Kolloide, die in Modellésungen das Fett entmischen und bei 
geniigender Konzentration eine mit Wasser unverdiinnbare Phasenform 
hervorrufen, steigern die Resistenz roter Blutkérperchen gegen Wasser 
und wasserlésliche Sauren. Die Resistenzsteigerung durch Cholesterin gegen 
Basen ist bezeichnenderweise, verglichen mit der Saéuren gegeniiber, eine 
auBerordentlich kurze und nur minutenlang nachweisbar, wahrend die 
Resistenzsteigerung Sauren gegeniiber stundenlang zu beobachten ist. 
Ebenso wie in Modellésungen die Wirkung der hydrophilen Kolloide auf 
die Verteilung von Fett und Wasser durch hydrophobe’ authebbar ist, 
ebenso konnte die Resistenz verandernde Wirkung der einen Kolloidklasse 
durch die andere aufgehoben werden. Betrachtet man die Interferenz 
der Kolloid- und Ionenwirkung aut die Veranderung der Resistenz roter 
Blutkérperchen Sauren gegeniiber, so ist auch dabei die in einfachen Systemen 
beobachtete Interferenz zwischen Kolloid- und Ionenwirkung auf die Ver- 
teilung von Fett und Wasser ineinander erkennbar. Der Cholesterineffekt 
ist der héchste in Neutralsalzlésungen mit zweiwertigen Kationen, ein 
niedriger in Neutralsalzlésungen mit einwertigem Kation. Werden mit 
Cholesterin vorbehandelte rote Blutkérperchen in Gemische von Neutral- 
salzlésungen mit einwertigen und zweiwertigen Kationen gebracht, so ist 
ein Ionenantagonismus auf den Cholesterineffekt klar nachweisbar. Die 
gleichen Erscheinungen wurden von anderen Untersuchern in einfachen 
Systemen beobachtet: Neutralsalzlésungen mit einwertigem Kation haben 
ein leichter adsorbierbares Anion, das die negative Ladung der Fettmassen- 
teile verstarkt und eine mit Wasser verdiinnbare Dispersion stabilisiert. 
Neutralsalzlésungen mit mehrwertigen Kationen haben ein leichter adsor- 
bierbares Kation, das die negativ geladenen Fettmassenteile entladt, ein 
ZusammenflieBen der Fettmassenteile herbeitiihrt und bei einem ent- 
sprechenden IoreniiberschuB die Phase dreht, Wasser in Fett dispergiert 
und eine mit Wasser unverdiinnbare Phasenform hervorruft. In einfachen 
Systemen wirken die Anionen der Neutralsalze mit einwertigen Kationen anta- 
gonistisch, in Neutralsalzlésungen mit zweiwertigen Kationen die Kationen 
synergetisch auf den Cholesterineffekt. Dem entsprechen z. B. die geringen 
Cholesterinwirkungen auf die Saéureresistenz in NaCl, die hohen Cholesterin- 
wirkungen in CaCl,-Lésungen und der Ionenantagonismus in Neutral- 
salziésungen mit einwertigen und zweiwertigen Kationen. Fiir Phasen- 
anderungen an der Zellgrenzschicht im Sinne einer W/O cder O/W spricht 
auch die Tatsache, da8B ein Cholesterin-Saureeffekt zustande kommt, 
ein Cholesterin-Baseneffekt aber nicht. H* plus Cholesterin wirken an sich 
synergetisch fiir eine W/O. Gegeniiber diesem Synergismus der H-Ionen und 
des Cholesterins ist in allen Neutralsalzlésungen, sowohl in solchen mit 
leicht adsorbierbaren und infolgedessen antagonistischen Anionen als in 
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solchen mit leicht adsorbierbaren und infolgedessen synergetischen Kationen, 
eine Resistenzsteigerung nachweisbar. OH™ plus Cholesterin wirken an sich 
auf die W/O-Bildung als Antagonisten. OH” ist ein besonders wirksames, 
leicht adsorbierbares Anion. Infolgedessen bleibt eine Resistenzsteigerung 
gegeniiber Basen aus. Auch der ganz eklatante Lecithin-Baseneffekt, 
die auBerordentliche Erniedrigung der Basenresistenz gegeniiber dem 
geringeren Lecithin-Saureeffekt kénnen mit Beobachtungen in einfachen 
Systemen und den Interferenzen von Lipoid- und Ionenwirkung auf die 
Verteilung von Wasser und Fett erklart werden. Lecithin + OH™ sind die 
machtigsten synergetischen Faktoren zur Bildung einer Wasserpermeablen 
O/W. H°* plus Lecithin sind Antagonisten fiir die Bildung einer O/W: 
Der Lecithin-Baseneffekt ist wesentlich gréBer als der Cholesterin- 
Sadureeffekt. Die Hypothese, daB die von uns beobachtete Wirkung der 
Lipoide auf das Eindringungsvermégen von Wasser und wasserldslichen 
Sduren und Basen dadurch zustande kommt, daB die von uns unter- 
suchten Kolloide zusammen mit den Lonen die Struktur der Zellgrenz- 
schichten im Sinne einer O/W und W/O beeinflussen, méchten wir zur 
Diskussion stellen. 

Der berichtete Weg iiber Modellésungen, Paramaecien und rote 
Blutkérperchen wurde in einer Klinik nur gegangen, weil man sich 
aus dem Versuch, die machtigen klinischen Effekte der zurzeit im Vorder- 
grund des arztlichen Interesses stehenden Speziallipoide auf einfache 
physikalische Vorstellungen zuriickzufiihren, einen klinischen Gewinn 
versprach. Aus taktischen Griinden wurde zuerst der Versuch gemacht, 
Anhaltspunkte itiber den Wirkungsmechanismus normaler, zu jeder 
Zeit in jeder Zelle enthaltener Lipoide zu gewinnen. Mit dem Ergebnis: 
Die Lipoide haben EinfluB auf die Wasser-, Saure- und Basendurch- 
lassigkeit roter Blutkérperchen, muBten unsere Untersuchungen zu- 
nachst von rein biologischen Problemen auf klinische gerichtet werden, 
und zwar auf die Frage, ob die gleichen Stoffe in gleicher Weise im 
Saugetierorganismus wirksam sind und auch da in den Wasser- und 
Saure/Basenhaushalt eingreifen. Dariber soll im folgenden berichtet 
werden. 

Die Frage sollte an Kaninchen geklart werden, 1. weil diese 
Tiere leicht in groBen Mengen zu beschaffen und 2. leicht’ intra- 
venés zu injizieren sind. Wir hatten die Absicht, die Frage, ob 
die von uns untersuchten Lipoide im Saugetierorganismus in den 
Wasser- und Saure/Basenhaushalt eingreifen, vorerst nicht durch 
Lipoidfiitterung, sondern durch die parenterale Injektion von 
Lipoiden zu entscheiden. Durch die Arbeiten von Wacker, Hueck 
und anderen ist bekannt, daB auf die Fiitterung eines Einzel- 
lipoids hin der gesamte Blutlipoidkomplex ansteigt. Uns lag zu 
naichst daran, endogen entstehende einseitige Lipamien nachzuahmen 
und deren Wirkung zu priifen. Zu diesem Zwecke sollten den 
Tieren die verschiedenen Lipoide in gut disperser Form intravends 
injiziert werden. 
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Zur Herstellung der intravenés zu injizierenden Lipoidlésungen und 
-suspensionen wurde folgendermaBen vorgegangen: Die Firma Merk hatte 
die Freundlichkeit, fiir uns frisch bereitetes, hellgelbes reinstes Lecithin vom 
Ei in N-Atmosphare in braunen Ampullen einzuschmelzen. Dieses hellgelbe 
Lecithin wurde in Ather gelést, 4 g in 200 cem Ather, und in einen Vakuum- 
kolben gebracht, der 200 ccm destilliertes Wasser enthielt. Bei Zimmer- 
temperatur und in N-Atmosphare und bei einem miaSigen Wasserstrah|- 
pumpenvakuum wurde jetzt der Ather langsam vertrieben. Nach seiner 
restlosen Vertreibung blieb eine 2° ,ige Lecithinlésung iibrig, die durch 
Watte filtriert eine Viertelstunde mit N durchgewirbelt und iiber Nacht in 
N-Atmosphare im Eisschrank aufbewahrt wurde. Kurz vor der Injektion am 
nachsten Morgen wurde der benétigten Lecithinlésung soviel Traubenzucker 
zugesetzt, daB eine isotonische Lésung entstand. Cholesterinsuspensionen : 
500 ccm neutrales destilliertes Wasser werden auf 25° erwirmt, zwei 
Tropfen einer n /10 Natronlauge zugesetzt, 215 cem einer | ©, igen Cholesterin- 
Ozonidlésung in Aceton unter lebhaitem Durchriihren mit einer Spritze 
eingespritzt, um sofort eine méglichst homogene Verteilung zu erreichen. 
Darauf werden unter lebhaftem Umriihren viermal je 10 ccm einer 1 °,igen 
Cholesterinlésung mit einer Spritze eingespritzt und auf einem Wasserbad in 
etwa drei bis vier Stunden langsam auf ein Volumen von 250 ccm ein- 
gedampft. Darauf l48t man wieder auf 25° abkiihlen, fiillt mit gleich- 
warmem neutralem destilliertem Wasser wieder bis auf 500 cem auf und 
injiziert nochmals dreimal je 10 cem Cholesterin unter lebhaftem Umriihren. 
In etwa sechs Stunden wird auf dem Wasserbad auf 100 ccm eingedampft, 
durch Watte filtriert, das Filtrat mit N durchgewirbelt und in N-Atmosphare 
im Eisschrank aufbewahrt. Kurz vor der Injektion wird soviel Trauben- 
zucker zugesetzt, daB eine isotonische Lésung entsteht. LOO cem der iso- 
tonisehen Tfraubetizuckerlésung enthalten dann 0,5 bis 0,6 g Cholesterin und 
25 mg urspriinglichen Cholesterin-Oozonids, die als Emulgator zugesetzt 
wurden, aber im Laufe der langen Erhitzung gr6Btenteils in Bruchstiicke 
zerfallen waren. Lecithinlésungen und Cholesterinsuspensionen bis 50 cem, 
2°,ige Lecithinlésungen und 0,6 ° ,ige Cholesterinsuspensionen in isotoni- 
schen Traubenzuckerlésungen wurden von Tieren mit einem Gewicht von 
etwa 2500 g reaktionslos vertragen. Die im Rahmen des Versuchs ver- 
wandten Ergosterinsuspensionen wurden in gleicher Weise hergestellt wie 
die Cholesterinsuspensionen. Das von uns verwandte bestrahlte Ergosterin 
in wasseriger Suspension wurde in N-Atmosphare in einem Laboratoriums- 
modell einer bekannten Milchbestrahlungsapparatur bestrahlt, nach der 
Bestrahlung Traubenzucker zugesetzt und sofort injiziert. 


Die zum Versuch verwandten Kaninchen wurden acht Tage lang auf 
eine Kleie Hackselkost gesetzt (Kleeheuhiacksel, Roggenkleie). Die Tages- 
portion pro Tier enthielt 120 cem Wasser. In den letzten drei Tagen vor dem 
Versuch wurden die Tiere quantitativ ernihrt. Es wurde mit Absicht eine 
Trockenkost gewahit, um eine gewisse Wasseraviditit der Gewebe zu 
erzeugen. Es wurden immer Tiergruppen von sechs Tieren mit einem 
Gryppendurchschnittsgewicht von 14 kg verwandt. Jedes Tier kam nur 
einmal in den Versuch. Um 8 Uhr morgens, am ersten Versuchstag niichtern 
(letzte Nahrungsaufnahme bis 19 Uhr des vorhergehenden Tages), erhielt 
jedes Tier 40 com isotonischer Traubenzuckerlésung intravendés, die bei den 
Lecithintieren 0,6 g Lecithin und bei den Cholesterintieren 0,15 g Cholesterin 
enthielten, und eine halbe Stunde spater 40 cem Leitungswasser mit dem 
Magenschlauch. Um 12 Uhr bekam jedes Tier 50 ccm einer Spinatzucker- 
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lésung mit dem Magenschlauch (25 g_ Biichsenspinat der gleichen 
Fabrikationsnummer, 7°, Rohrzucker). Um 15 Uhr erhielt jedes Tier 
nochmals 40 ccm Traubenzuckerlésung intravends, die bei den Lecithin- 
tieren 0,6 g Lecithin und bei den Cholesterintieren 0,15 g Cholesterin ent- 
hielten. Um 18 Uhr wurden die Gruppenurine gesammelt, jedes Tier herz- 
punktiert und die Gruppenblute vermischt. Um 19 Uhr erhielt nochmals 
jedes Tier 50 ccm der gleichen Zuckerspinatlésung mit dem Magenschlauch. 
Von da an wurde nicht mehr getiittert. Um 10 Uhr des nachsten Versuchs- 
tages wurde jedes Tier herzpunktiert und die Gruppenblute vermischt, 
um 12 Uhr die Gruppenurine gesammelt und der Versuch abgebrochen. 

An den Gruppenurinen wurde bestimmt: die Urinmenge, die Cl- und 
P-Konzentration und die absolute Urin-Cl- und P-Ausscheidung. Cl 
wurde nach der Volhardtschen Methede, P nach der Urany!nitrat-Tiipfel- 
methode bestimmt. Im Gruppenblut wurde der Blutzucker, die EiweiB-, 
Cl-, Ca- und anorganische P-Konzentration im Serum und die Plasma- 
Alkalireserve bestimmt. Zur Bestimmung der Alkalireserve wurde das 
Gruppenblut in einem Tonometer bei 38° einer Kohlenséurespannung von 
40 mm Quecksilber ausgesetzt, das Blut unter Paraffin aufgefangen, 
die roten Blutkérperchen abzentrifugiert und im Plasma nach van Slyke 
gasvolumetrisch oder titrimetrisch, sehr hautig unter gleichzeitiger Ver- 
wendung beider Metheden, die Bestimmung vorgenommen. Der an- 
organische Serum-P wurde nach Bell-Doisy, das Serum-Ca nach Kramer- 
Tisdall, das Serum-Cl nach van Slyke, Blutzucker nach Hagedorn-Jensen 
und das SerumeiweiB nach Kjeldahl bestimmt. 

Wenn die Tiere mit Saure belastet wurden, so bekamen sie ebenso wie 
die Kontrollen morgens niichtern 40 cem Wasser mit dem Magenschlauch. 
Diese 40 ceom Wasser enthielten dann 0,8 g Salmiak, bei Alkalibelastung 
3,2 g Natriumbicarbonat. Die Urinwerte der folgenden Tabelle sind aut 
20 kg Tier berechnet. Die verschiedenen Serum-, Blut- und Plasmabestim- 
mungen sind in den Tabellen unter dem Schlagwort Blut zusammengetaBt. 
Samtliche Tabellenwerte sind Durchschnittswerte von mindestens vier 
Gruppen zu sechs, d. h. jedesmal Durchschnittswerte von mindestens 
24 Tieren. Den meisten Tabellenzahlen liegen aber noch wesentlich héhere 
Tierdurchschnittswerte zugrunde. 


Wasserbelastung. Die Urinausscheidung ist bei den Cholesterin- 
tieren am héchsten, bei den Lecithintieren am niedrigsten. Diese 
Differenzen kommen bei den Cholesterintieren in der ersten Aus- 
scheidungsperiode zustande, wahrend der sie zweimal 0,15 g Cholesterin 
in je 40 ccm isotonischer Traubenzuckerlésung erhielten. Wabrend 
dieser Ausscheidungsperiode fiihrt die Hypercholesterinamie zur 
starksten Hydrimie, zur héchsten Urinausscheidung bei maximalen 
Konzentrationen von Cl in Serum und Urin und zur héchsten Urin- 
Cl-Menge. Das angebotene Wasser wird also von den Geweben nach 
der Niere abgedrangt. 


Eine Hyperlecithinamie fiihrt zu Wasserverbaltung in der ersten 
und zweiten Ausscheidungsperiode, trotzdem zu den niedrigsten Urin- 
Cl-Konzentrationen in beiden, zur niedrigsten Serum-Cl-Konzentration 
in der zweiten Ausscheidungsperiode und zur geringsten Urin-Cl- 
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Ausscheidung. Eine Hyperlecithinamie fiihrt zu einer Verhaltung 
von Wasser in den Geweben. 

Die Urin-P-Ausscheidung ist, fiir die Gesamtausscheidung betrachtet. 
bei den Cholesterintieren am héchsten, in der Konzentration gleich den det 
Kontrollen. Bei den Lecithintieren ist der Urin-P-Gehalt prozentual am 
héchsten und die Gesamtausscheidung héher als bei den Kontrollen. 
Diese Differenz kann durch den injizierten Lecithin-P gedeckt werden. 


Sdurebelastung. Werden die Tiere mit der gleichen Wassermenge 
belastet, die pro Tier 0,8 g Salmiak = 0,530 g Cl enthalt, so schranken 
die Kontrollen und die Lecithintiere ihre Urinausfuhr ein, wahrend bei 
den Cholesterintieren sowohl in der ersten als in der zweiten Aus- 
scheidungsperiode gegeniiber der reinen Wasserbelastung eine weitere 
machtige Steigerung der Wasserausfuhr einsetzt. 

Eine Hypercholesterinamie fiihrt bei Cl-Belastung gegeniiber den 
Vergleichsgruppen zur héchsten Wasser- und Cl-Ausfuhr durch die 
Niere, bei gleicher Cl-Konzentration im Urin (betrachtet fiir die Gesamt- 
ausscheidung) und den héchsten Cl-Konzentrationen im Serum. Wasser 
und der im Stoffwechsel nach Salmiakfiitterung entstehende Cl-Anionen- 
iiberschuB werden von den Geweben nach der Niere abgedrangt. 

Einer Hyperlecithinamie fiihrt bei Wasser + Cl-Belastung, ver- 
glichen mit den Kontrollen, zu einer etwas besseren Wasser- und C\- 
Ausscheidung durch die Niere, aber verglichen mit den Kontrollen 
und vor allem mit den Cholesterintieren, zu abnorm niedrigen C\- 
Konzentrationen im Serum in der ersten und zweiten Ausscheidungs- 
periode. Das geringe Plus an Urin-Cl-Ausscheidung, verglichen mit 
den Kontrollen bei der Héhe der Cl-Belastung, ergibt, daB eine Hyper- 
lecithinamie nach Salmiakfiitterung zur Verhaltung des im Stoffwechse! 
entstehenden Cl-Anioneniiberschusses und des Wassers in den Geweben 
fiihrt. Diese Anschauung wird dadurch unterstiitzt, daB das Blut 
der Lecithintiere weniger Wasser enthalt als das der Kontrollen. 

Verglichen mit dem reinen Wasserbelastungsversuch sinkt erwartungs- 
gemaB nach Cl-Belastung bei allen drei Gruppen die P-Konzentration im 
Urin. Bei den Cholesterintieren ist ebenfalls die P-Konzentration gegeniiber 
dem reinen Cholesterin-Wasserversuch entsprechend der enormen Cl- 
Ausscheidung nach Salmiakbelastung verringert, die absolute Ausscheidung 
aber paralle) dem Ansteigen der Harnflut unverandert. 


Auffallend ist es, daB die Cholesterintiere bei reiner Wasserbelastung 
nicht nur ein Maximum von Wasser durch die Niere, sondern einen 
maximal Cl-konzentrierten Urin bei gleichzeitig héchstem Serum-Cl- 
Wert in der ersten Ausscheidungsperiode ausscheiden, wahrend der 
sie die héchste Urinmenge produzieren. Bei gleichbleibender Wasser- 
und gleichzeitiger Cl-Belastung ist trotz doppelt und dreifach gréBeren 
Urinmengen ihre Urin-Cl-Konzentration kaum geringer als die der 
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K ontrollen und der Lecithintiere und trotz einer drei- bis vierfach héheren 
Gesamt-Cl-Ausscheidung ihre Serum-Cl-Werte in der ersten und zweiten 
Ausscheidungsperiode die héchsten. Die Serum-Cl-Werte der Lecithin- 
tiere sind wesentlich niedriger als die der Kontrollen und noch viel 
niedrigerer als die der Cholesterintiere, obwohl diese mehr als 100°, 
mehr an Cl ausscheiden. Wir sind dieser Erscheinung in einer ab- 
geordneten Versuchsanordnung weiter nachgegangen. Tiergruppen 
gleichen Gewichts wurde nicht Trockenfutter, sondern Feuchtfutter 
(Ruben) verabreicht, an den Versuchstagen wurden diese Tiere mit 
wesentlich héheren Wassermengen belastet, so daB eine Cherbelastung 
entstand und die Urinmengen entsprechend anstiegen. Die bei Trocken- 
fiitterung und nachfolgender Wasserbelastung oder Wasser + Saure- 
belastung sichtbaren Differenzen in den Urinmengen blieben erhalten, 
wenn sie auch bei Saurebelastung nicht mehr so grobe Ausschlage zeigten 
wie nach Trockenfiitterung. Voll erhalten blieben aber die Differenzen 
in den Cl-Konzentrationen in Serum und Urin zugunsten der Chole- 
sterintiere. Auffallend ist ebenso die Erscheinung, die aus den Trocken- 
fiitterungsversuchen der obigen Tabelle hervorgeht, dab die Wirkung 
des Cholesterins bei reiner Wasserbelastung fiir die Gesamtausscheidung 
sichtbar und in der ersten Ausscheidungsperiode besonders deutlich 
ist, daB aber die Wirkung einer parenteral gesetzten Chblesterinimie 
ganz besonders eklatant wird, wenn zur Wasserbelastung eine Cl-Be- 
lastung dazu kommt. 

Wir sind zu dem SchluB8 gekommen, daB primar ein Cholesterin-Cl- 
Eftekt mit seinen Folgen auf den Wasserhaushalt vorliegt, und méchten die 
Wirkung einer parenteral gesetzten Hypercholesterinamie und damit die 
Wirkung einer endogen entstehenden Hyperch»lesterinamie dahin definieren, 
daB sie zu einer Erhéhung der Serum-Cl-Werte, zur Erhéhung der Cl- 
Ausscheidung und Cl-Konzentration im Uri und deren Folgen auf den 
Wasserhaushalt fiihrt. 

Diese Steuerung des Anion-Cl durch Cholesterin erscheint ganz 
besonders interessant wegen der Steuerung eines anderen Anions durch 
ein anderes Lipoid, woriiber spater berichtet werden soll: Eine parenteral 
gesetzte Hyperergosterinamie fiihrt zu einer Erhéhung des anorganischen 
Serum-P, einer erhéhten Urin-P-Ausscheidung und P-Konzentration 
im Urin. 

Eine Hyperlecithinamie iiihrt dagegen bei reiner Wasserbelastung zu 
den niedrigsten Cl-Konzentrationen im Urin und im Serum am Versuchsende, 
zur AVasserverhaltung und zur niedrigsten Urin-Cl-Ausscheidung, d. h. zu 
einer Verhaltung von Wasser und Cl in den Geweben. Das gleiche gilt im 
Prinzip fiir die Hyperlecithinamie nach Séurebelastung. Lecithin wirkt 
also als Antagonist gegeniiber Cholesterin in der Steuerung des Anion Cl. 


Es war nun die Frage zu erheben, wie die anscheinend primiare 
Cholesterin /Cl-Wirkung mit den Beobachtungen in einfachen Systemen 
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uber die Interferenz von Lipoid- und lonenwirkung auf die Verteilung 
von Fett und Wasser ineinander und mit unseren Befunden an roten 
Blutkérperchen erklirt werden kann. Fragt man sich auf Grund dieser 
bekannten Erscheinungen, warum der Cholesterineffekt nach Wasser 
+. Cl-Belastung wesentlich deutlicher ist als nach der gleichen Wasser- 
belastung ohne Salmiak, so lieBe sich folgendes sagen: Nach Salmiak- 
verabreichung entsteht im Organismus ein Cl-CberschuB, der zu seiner 
Absattigung fixer Basen bedarf. Durch diesen Basenbedarf entsteht 
im Organismus eine héhere H*-Konzentration. H* und Cholesterin 
wirken als Synergisten fiir das Entstehen einer W/O. Die Zell- 
grenzschichten der Gewebe werden analog den Erscheinungen an 
roten Blutkérperchen besonders schwer durchlassig fiir Wasser und 
wasserlésliche Stoffe, und diese werden von den Geweben nach der 
Niere abgedrangt. Die erhéhte Urin- und Elektrolytausfuhr nach 
Wasser + Cl-Belastung gegeniiber der reinen Wasserbelastung kénnte 
bei den Cholesterintieren so erkliart werden. Der primare Cholesterin- 
Cl-Effekt ware dann defacto eine synergetische H~ + Cholesterinwirkung 
und die Bezeichnung primaire Cholesterin/Cl-Wirkung stoffwechsel- 
technisch ebenso zu versteben wie der Begriff .,sauernde Cl-Wirkung*. 
Von den bisher beobachteten endogen entstandenen Hypercholesterin- 
amien des Menschen bei verschiedenen krankhaften Zustinden ware 
zu sagen, daB sie im wesentlichen bei azidotischen Zustanden ver- 
schiedenen Ursprungs beobachtet wurden. Betrachtet man die rasche 
Eliminierung iiberschiissiger Saurebetrage fiir den Organismus als 
niitzlich und die beim Menschen wahrend azidotischer Zustande beob- 
achteten Hypercholesterinamien im Zusammenhang mit den berichteten 
Befunden teleologisch, so ware in diesen endogenen Hypercholesterin- 
amien eine AbwehrmaBnahme des Organismus zu erblicken. 

Weniger leicht erklirbar erscheint der unter Cholesterinwirkung 
entstehende Cl-Anstieg im Serum und im Urin zusammen mit der 
Hydramie nach reiner Wasserbelastung bei nicht azidotischen Tieren. 
Wiirden wie bei den Wasserbelastungsversuchen Sprangers an roten 
Blutkérperchen lediglich das Eindringungsvermégen des angebotenen 
Wassers in die Gewebe gehemmt und entstiinde lediglich aus diesem 
Grunde eine Hydramie, so kénnte damit der Anstieg der Cl-Konzentra- 
tion im Serum nicht erklart werden. Es muB8 also das Eindringungs- 
vermégen von Na’ oder Cl oder NaCl in die Gewebe gehemmt sein, 
so daB diese zusammen mit dem Wasser nach der Niere abgedrangt 
werden. Im Anionenaustausch zwischen Plasma und roten Blut- 
kérperchen kann keine Hemmung vorliegen, denn die Alkalireserve 
der Kontrollen und der Cholesterintiere ist gleich. Es muB also primar 
eine Hemmung des Gefalles von Na, Cl oder NaCl vom Blut nach be- 
stimmten Geweben vorliegen. 
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Die Wirkung einer Hyperlecithinimie, die Wasser- und Cl-Ver- 
haltung in den Geweben sind auf Grund der Studien iiber die Verteilung 
von Wasser und Fett in einfachen Systemen und unseren Unter- 
suchungen an roten Blutkérperchen leichter verstandlich. Lecithin 
erhéht die Durchlassigkeit der Zellen gegeniiber Wasser und Siuren, 
und bei einer supponierten gleichartigen Wirkung auf alle Zellen miiBte 
es auch trotz einer eventuellen Erhéhung der Durchlassigkeit der 
Nierenepithelien gegeniiber der Masse der tbrigen Kérpergewebe zu 
einer Wasser- und Cl-Verhaltung in ihnen kommen. 

Bei der Durchsicht der Blutzuckerwerte fallt auf, daB bei reiner 
Wasserbelastung sowohl bei den Cholesterin- als den Lecithintieren die 
Blutzuckerwerte héher sind als bei den Kontrollen und am héchsten bei den 
Lecithintieren. Bei der Saurebelastung dagegen sind die Blutzuckerwerte 
der Cholesterin- und Lecithintiere wesentlich niedriger als die der Kontrollen 
und am niedrigsten bei den Cholesterintieren. 

Der anorganische Serum-P ist nach reiner Wasserbelastung bei den 
Cholesterintieren, die wahrend dieser Zeit die héchsten Cl-Werte haben, 
am niedrigsten, bei Kontrollen und Lecithintieren gleich. Nach Saure- 
belastung ist er in der ersten Ausscheidungsperiode gleich dem der Lecithin- 
tiere und hoéher als bei den Kontrollen, in der zweiten Ausscheidungsperiode 
ist der Serum-P der Cholesterin- und Le:ithintiere niedriger als bei den 
Kontrollen und weitaus am niedrigsten bei den Cholesterintieren, die 
allerdings auch den meisten P im Urin ausscheiden. 

Im Serum-Ca sind bei reiner Wasserbelastung in der ersten und zweiten 
Ausscheidungsperiode keine wesentlichen Unterschiede zu sehen. Bei 
Saurebelastung liegt das Serum-Ca der Kontrollen héher als das der 
Cholesterin- und Lecithintiere, das Serum-Ca der Cholesterintiere ist das 
niedrigste, obwohl auch da keine groBen Unterschiede zu sehen sind. Immer- 
hin 1aBt sich bei der Genauigkeit der Methode, der groBen Anzahl der 
verwandten Versuchstiere und der infolgedessen gut fundierten Durch- 
schnittszahlen sagen, daB Cholesterin und Lecithin neben ihrer deutlichen 
Wirkung auf das Serum-Cl auch den anorganischen P und das Ca des 
Serums beeinflussen. Ob primar oder sekundar, sei dahingeste!lt. 


SchlieBlich wurde noch untersucht, ob sich die Wirkungen von 
Cholesterin und Lecithin ebenso wie in einfachen Systemen, an den 
Paramaecien und roten Blutkérperchen, auch im Saugetierorganismus 
beeinflussen. Da8 dies der Fall ist, zeigt die letzte Spalte der obigen 
Tabelle. Den Tieren: wurden Cholesterin und Lecithin in gleichen 
Mengen wie den anderen gleichzeitig in der gleichen Menge isotonischer 
Traubenzuckerlésung intravenés injiziert. Fir die Gesamtwasser- 
ausscheidung betrachtet, ergibt sich ein Mittelwert zwischen der Aus- 
scheidung bei alleiniger Lecithin. und Cholesterininjektion, wahrend 
die absolute Cl-Ausscheidung nach einer kombinierten Cholesterin- 
und Lecithininjektion etwas tiber dem Mittelwert und die P-Aus- 
scheidung deutlich dariiber liegt. Die Serum-Cl-Konzentrationen liegen 
wesentlich naher an dem Cholesterin- als an dem Lecithinwert. Der 
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Serum-P ist in der ersten Ausscheidungsperiode besonders niedrig und 
auch in der zweiten Ausscheidungsperiode niedriger als nach Cholesterin- 
und Lecithininjektion allein. Besonders auffallend aber ist, daB die 
Plasma-Alkalireserven in der ersten Ausscheidungsperiode, wahrend 
der die beiden Lipoide gemeinsam injiziert wurden, deutlich héher 
liegen als nach einfacher Cholesterin- und Lecithininjektion und bei 
den Kontrollen. 


Es war nun weiterhin zu untersuchen, ob die nach parenteraler 
Injektion von Cholesterin und Lecithin beobachteten Wirkungen auf 
den Wasser- und Séure/Basenhaushalt die gleichen bleiben, wenn 
Cholesterin und Lecithin enteral im Uberschu8 verabreicht werden. 
Nach den Befunden von Wacker, Hueck und anderen ist bekannt, 
daB es nach der Verfiitterung von Cholesterin z. B. wohl zu einer Hyper- 
cholesterinimie, aber nicht zu einer einseitigen Vermehrung des Chole- 
sterins im Blute, sondern zu einem Anstieg des gesamten Blutlipoid- 
komplexes kommt. Es war also a priori fraglich, ob eine solche Gesamt- 
lipamie die gleichen Wirkungen entfalten wiirde, wie die von uns par- 
enteral gesetzte einseitige Hypercholesterinimie. Dariiber hinaus 
war zu bedenken, daB wir durch die Injektion von 0,3 g Cholesterin 
pro Tier wohl schlagartig die Gesamtkonzentration von Cholesterin 
im Blute heraufsetzten, den Gesamtgehalt des Gesamtorganismus an 
Cholesterin aber in sehr geringer Weise beeinfluBten. Nach einer Chole- 
sterinfiitterung fiir langere Zeit dagegen war zu erwarten, dab es lokal 
oder generell zu einer Anreicherung von Cholesterin in den Geweben 
kommen muBte. Ahnlich lagen die Dinge beim Lecithin. Behauptet 
wird allerdings, daB eine LecithiniberschuBfiitterung nicht zu einem 
LecithiniiberschuB im Organismus fiihre, weil Lecithin als solches 
vom Darm aus nicht resorbiert wiirde. Dagegen ware zu sagen, dab 
Lecithin einen normalen Nahrungsbestandteil und einen normalen 
Zellbestandteil darstellt, der wohl parallel dem Eiweif8 und dem Neutral- 
fett im Darm gespalten und in seine Bruchstiicke zerlegt wird, der 
aber zumindestens parallel den Erscheinungen beim EiweifB in den 
Geweben wieder aus seinen Bruchstiicken synthetisiert werden kann. 

Zwei Tiergruppen wurden drei Monate lang bis zum letzten Tage vor 
dem Versuch taglich mit 1 g Lecithin oder Cholesterin pro Tier gefiittert. 
die in einem Milch /Kartoffelbrei enthalten waren. AuBerdem bekamen die 
Tiere das gleiche Trockenfutter wie die der ersten Tabelle. Wegen Mangel an 
Staillen konnte keine Kontrollgruppe mitgefiittert werden, so daB nur 
Cholesterin- und Lecithintiere nach parenteraler Injektion und Cholesterin- 
und Lecithintiere nach enteraler Fiitterung miteinander verglichen werden 
kénnen. 

Die Tiere bekamen, wie gesagt, bis zum letzten Tage vor dem Versuch 
Cholesterin oder Lecithin und wurden dann im Wasser- und Saurebelastungs- 
versuch in gleicher Weise behandelt wie die Tiere der ersten Tabelle. 
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Lecithin 


Wasserbelastung 


Cholesterin 


Wasser + 
Lecithin 
+ Sure 


I. Ausscheidungsperiode. 


Saurebelastung 


Cholesterin 
Séure 


H,O 1000 cem 1030 cem 688 cem 407 cem 
| o | 1,078 g 0,688 g 2.018 g 0,758 g 
Urin 108 mg-°% 67 mg-°% 292 mg-%, 187 mg-% 
| » | 3,100 ¢ 1,162 ¢ 1.340 g 0,491 g 
310 mg-% 113 mg-% 195 mg-°, 121 mg-% 
Eiweib 540, 682 588 644 
| Zucker 111 is -s | ae 119 
Blut Cl ae... « 614 , 686, 675 
P 5,46 . 5,88. 6,87. 6,92- 
| Ca 13 . ke 11,6 , it 
Alkali-Res. 34,5 Vol.-% 44,5 Vol.-% 32,7 Vol.-% 33,0 Vol.-% 
Il. Ausscheidungsperiode. 
H,O 765 com 814 ccm 539 ccm 459 com 
| Cl { _ 0,818 g 0,488 g 1,343 g 0,911 g 
Urin | 107mg-% 60 mg-% 250 mg-% 199 mg-% 
| > 1,392 g 1,041 g 0,746 g 0,318 g 
182 mg-% 128 mg-% 139 mg-% 69,3 mg-% 
EiweiB a7 Cl. 659, 641 , 632 , 
| Zucker 121 wSC, i» J. a 
Blut Cl 623 625 ‘ 668 e 650 
P 5,85. 6,03 - 6,60. 6,70. 
| Ca se 12.8 , SF om 10,9 , 
Alkali-Res. 40,8 Vol.-% | 40,7 Vol.-% 33,4 Vol.-% 43,0 Vol.-°, 
Gesamtausscheidung. 
H,O 1765 ecem 1844 ecm 1227 cem 866 com 
| Cl { 1,896 g 1.176 ¢ 3,356 g 1,669 g¢ 
Urin 1. 107mg-% 63.5mg-% 273 mg-% 191 mg-% 
| p | 4492 ¢ 2.203 g 2,086 g 0,809 g 
| 254 mg-°, 119 mg-% 170 mg-% 93,2 mg-% 


Wasserbelastung: Belastet man fiir langere Zeit mit Cholesterin oder 
Lecithin gefiitterte Kaninchen mit der gleichen Wassermenge wie die 
parenteral mit den gleichen Stoffen injizierten Tiere, so ist die Gesamt- 
urinmenge der cholesteringefiitterten Tiere entsprechend der parenteral 
gesetzten Hypercholesterinamie etwas gréLer als die der Lecithintiere. Im 
Gegensatz zu der zuerst beschriebenen Versuchsanordnung ist aber die 
Urin-Cl-Konzentration in der ersten und zweiten Ausscheidungsperiode 
und die absolute Cl-Ausscheidung der Cholesterin- gefiitterten Tiere 
wesentlich geringer. Bei der ersten Versuchsanordnung war die Gesamt- 
urin-P-Ausscheidung der Cholesterintiere parallel deren gréBeren Urin- 
mengen etwas héher, die Konzentration geringer. In der zweitenVersuchs- 
anordnung sind aber Urin-P-Ausscheidung und Konzentration bei den 
Lecithintieren um mehr als 100°, héher. Nach parenteraler Chole- 
sterininjektion war trotz wesentlich héherer Wasserausscheidung in 
der ersten Ausscheidungsperiode das Blut hydraimischer, nach Chole- 
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sterinfiitterung in beiden Ausscheidungsperioden eingedickter. Nach 
intravendser Cholesterininjektion waren in der ersten Ausscheidungs- 
periode trotz etwa 100°, héherer Urin-Cl-Ausscheidung die Serum- 


Cl-Werte wesentlich héher als die der Lecithintiere, nach langerer 


Fiitterung liegen die Serum-Cl-Werte der Cholesterintiere trotz der 
etwa 100°, niedrigeren Urin-Cl-Ausscheidung in der ersten  Aus- 
scheidungsperiode etwas unter denen der Lecithintiere. 

Sdurebelastung: Ebenso wie nach den parenteral gesetzten Lipimien 
bei gleichbleibender Wasser- und additiver Saurebelastung die Unter- 
schiede zwischen Lecithin- und Cholesterinwirkung deutlicher wurden, 
ebenso werden sie nach langerer Cholesterin- und Lecithinfiitterung bei 
Wasser + Saurebelastung markanter. Die lecithingefiitterten Tiere 
schranken nach Saurebelastung ebenso wie die lecithininjizierten Tiere 
ihre Urinausfuhr ein. Wahrend aber nach einer parenteral gesetzten Hyper- 
cholesterindmie nach Saurebelastung gegeniiber dem reinen Wasser 
versuch eine machtige Steigerung der Urinausfuhr einsetzte, kommt 
es nach Saurebelastung nach langerer Cholesterirfiitterung zu einer 
starken Drosselung der Urinausfuhr. Nach einer parenteral gesetzten 
Hypercholesterinimie fiihrte eine Saurebelastung zu einer mehr als 
100°,, héheren Urin-Cl-Ausscheidung verglichen mit den Lecithin 
tieren. Nach Cholesterin- und Lecithinfiitterung kehren sich die Dinge 
um. Jetzt scheiden die Lecithintiere um mehr als 100°, Cl aus als 
die cholesteringefiitterten und zeigen trotz gréBerer Urinausscheidung 
eine wesentlich héhere Urin-Cl-Konzentration. Die Serum-Cl-Werte 
der cholesteringefiitterten Tiere sind trotz der starken Cl- und Wasser- 
verhaltung deutlich niedriger als bei den Lecithintieren, ihr Serum 
ist in der ersten Ausscheidungsperiode wasserarmer. Die Gesamturin- 
P-Ausscheidung ist bei den mit Lecithin gefiitterten Tieren mehr als 
2!',mal gréBer als bei den Cholesterintieren. 

Wahrend eine parenteral gesetzte Hypercholesterinimie zu einer 
Erhéhung der Serum-Cl-Konzentration, der Urin-Cl-Ausscheidung, 
der Urin-Cl-Konzentration und deren Folgen auf den Wasserhaushalt 
fiihrt, sinken nach laingerer CholesteriniiberschuBfiitterung Serum- 
Cl-Konzentration, Urin-Cl-Konzentration und Urin-Cl-Ausscheidung. 
Wurden nach einer parenteral gesetzten Hypercholesterindmie Wasser 
und Cl von den Geweben nach der Niere abgedrdngt, so fiihrt eine laingere 
CholesteriniiberschuBfiitterung zu einer Verhaltung von Wasser und Cl 
in den Geweben. Eine parenteral gesetzte Hyperlecithindmie fiihrt, ver- 
glichen mit den Kontrollen und den cholesterininjizierten Tieren, zu 
einer Senkung der Urin- und Serum-Cl-Konzentration, der Urin-Cl- 
Ausscheidung und der Wasserausscheidung, d.h. zu einer Retention von 
Wasser und Cl in den Geweben. Eine LecithiniiberschuBfiitterung, ver- 
glichen mit cholesteringefiitterten Tieren, fiihrt zu einer Erhéhung der 
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Serum- und Urin-Cl-Konzentration, der Urin-Cl- und Wasserausscheidung. 
Verglichen mit cholesteringefiitterten Tieren werden Wasser und Cl 
von den Gewebea nach der Niere abgedrangt. Ein antagonistisches 
Verhalten von Cholesterin und Lecithin ist in beiden beschriebenen 
Versuchsanordnungen im Saugetierorganismus ebenso zu beobachten 
wie in Modellésungen, an Paramaecien und roten Blutkérperchen. 

Die Frage, ob die Umkehr der beobachteten Wirkungen nach 
Cholesterin- und Lecithininjektion und Cholesterin- und Lecithin- 
fiitterung auf die verschiedene Applikationsart: enteral oder parenteral, 
oder auf den verschiedenen Konzentrationsort: Blut oder Gewebe, 
zurickzufiihren ist, muB weiter untersucht werden. 


Da8B langere CholesteriniiberschuBSfiitterung zur Anreicherung der 
Gewebe mit Cholesterin fiihrt, ist bekannt. Auch die langere Lecithin- 
fiitterung mu8 von Ein‘lu8 auf die Zusammensetzung der Gewebe gewesen 
sein. Das geht am deutlichsten aus den P-Ausscheidungen der lecithin- 
injizierten und lecithingefiitterten Tiere hervor. Die nach der Lipoid- 
fiitterung beobachteten Differenzen in der Urin-P-Ausfuhr kénnen nicht 
darauf zuriickgefiih-t werden, daB, wie mancherorts angenommen wird, 
das Lecithin prompt verbrannt und der P ausgeschieden wird. Bei den Tieren, 
die am ersten Versuchstag mit Lecithin im/jiziert wurden, war die Urin-P- 
Ausscheidung geringer als bei den Cholesterintieren und etwas héher als bei 
den Kontrollen. Die Differenz gegeniiber den Kontrollen kénnte damit 
erklairt werden, da8 ein Teil Lecithin-P verbrannt ist. Von unserm Lecithin 
enthalt 1g rund 30mg P. Im Versuch wurden immer sechs Tiere verwandt, 
von denen jedem 1,2 g Lecithin intravendés injiziert wurden. Da unser Tier- 
gruppengewicht wenig um 14 kg schwankte und die Tabellenzahlen auf 
20 kg Tier umgerechnet wurden, entspricht der Tabellenwert von 20 kg 
Tier 8,5 Kaninchen. Jedes Tier mit 1,2 g Lecithin injiziert ergibt 10,2 g 
Lecithin = etwa 300 mg P. Ware das injizierte Lecithin restlos verbrannt 
worden, so hatte die P-Ausscheidung der lecithininjizierten Tiere gegeniiber 
den Kontro!len wesentlich héher sein miissen. V6llig unerklart bleiben aber 
nach dem Fiitterungsversuch bei gleichen Grund.utter-P-Ausscheidungs- 
differenzen von mehr als 2 g nach Wasserbelastung und etwa 1,3 g nach 
Saurebelastung zwischen Lecithin- und Cholesterintieren, wenn man an- 
nehmen wollte, daB das taglich gefiitterte Lecithin jedesmal prompt ver- 
brannt ist. Die hohen Ausscheidungsdifferenzen bei den Lipoidfiitterungen 
kénnen nur so erklart werden, daB es zu einer Stauung von Lecithin in 
den Geweben und beim Abbruch der Fiitterung waihrend des Versuchs zu 
dessen Eliminierung oder zu einem Eingriff in den P-Stoffwechsel durch die 
Lecithinfiitterung kam. 

Nimmt man das Wahrscheinlichere an, daB es nach einer linger 
dauernden UberschuBfiitterung von Lecithin ebenso zu einer An- 
reicherung bestimmter Gewebe kommt wie nach Cholesterinfitterung, 
und versucht man die nach Lipoidfiitterung auftretende Reaktions- 
umkehr gegeniiber der parenteralen Injektion und deren plétzlichen 
Lipoidanhaufung im Blute auf die in einfachen Systemen beobachteten 
Lipoidwirkungen und Interferenzen zwischen Ionen- und Lipoidwirkung 
auf die Verteilung von Wasser und Fett ineinander und auf unsere 
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Beobachtungen an roten Blutkérperchen zuriickzufiihren, so laBt 
sich folgendes sagen: Die Wasserverhaltung bei den mit Cholesterin 
gefiitterten Tieren nach Saurebelastung, verglichen mit dem einfachen 
Wasserbelastungsversuch, ist auf eine synergetische Wirkung von 
H-lonen und Cholesterin zuriickzufiihren. Durch den Cl-Anioneniiber- 
schuB werden fixe Basen verbraucht, die H-lonenkonzentration steigt 
und in den Geweben kommt es unter der Additivwirkung von H-Ionen 
und Cholesterin zur W/O, zur Dispersion von Wasser und Elektrolyten 
in Fett und zur Wasser- und Elektrolytverhaltung in den Geweben. 
Bei der ersten Versuchsanordnung, als Cholesterin schlagartig in der 
Blutbahn angehauft wurde, fand die gleiche Wirkung an den Zell- 
grenzschichten der Gewebe statt, die zuerst von der Cholesterinwirkung 
getroffen wurden. Nach der langeren Cholesterinfiitterung unter An- 
haufung von Cholesterin im Zellplasma setzte die phasenumkehrende 
Wirkung im Zellinnern ein. Im ersten Falle wurden die Gewebe schwerer 
durchgangig fiir Wasser, im zweiten gaben sie das ins Zellinnere ge- 
langende Wasser schwer wieder ab. In diesem Zusammenhang sei 
auf die Befunde von Mayer und Schaffer! hingewiesen, die feste Mengen- 
beziehungen zwischen dem Koeffizienten aus Fettsaéure und Chole- 
sterinmengen und dem Zellwassergehalt feststellten. Eine lokale An- 
haufung von Cholesterin in spezifischen Ausscheidungsorganen, den 
Nieren z. B., miiBte ebenso zur Wasserverhaltung fiihren wie eine 
Cholesterinanhaufung in der Vorniere. Eine Anreicherung der Gewebe 
mit Lecithin, dem Antagonisten, einer W/O, dem besten Dispersions- 
mittel fiir Fett in Wasser, miiBte die Zellen besonders durchlassig fiir 
Wasser und Elektrolyte machen. Inwieweit die mit der H-lonen- 
konzentration wechselnde Quellfihigkeit des EiweiBes mit den Lipoid- 
wirkungen und deren EinfluB auf die Wasserbewegung interferiert, 
miissen weitere Studien kliren. 

Welche Bedeutung der an Modellésungen, Paramaecien und roten Blut- 
kérperchen beschriebene Antagonismus der hier untersuchten Lipoide fiir 
die Physiologie und Pathologie des Wasser- und Saéure/Basenhaushalts von 
Saugetierorganismen hat, die mit einem Saureiiberschu8 arbeiten, liegt auf 
der Hand. Ebenso die Bedeutung dieser Stoffe fiir die menschliche Physio- 
logie und Pathologie (Odem, Azidose). Den bisher vorliegenden Daten iiber 
abweichende Lipoidverteilung in Kérpersaften und Geweben haften schwere 
methodische Mangel an. Auf Grund langer Erfahrungen méchten wir z. B. 
kolorimetrischen Cholesterinbestimmungen wenig Gewicht beilegen, auch 
solchen nicht, die im Blutserum angestellt wurden. Lipoidanalysen der 
Gewebe nach Extraktion mit Fettlésungsmitteln méchten wir noch viel 
weniger fiir zuverlassig halten. Bamberger hat in Nr. 190 dieser Zeitschrift 
eine neue Methode der Lipoidgewinnung aus Geweben beschrieben, die 
wesentlich bessere Resultate liefert als die gebraéuchlichen Extraktions- 
methoden. Weiterhin mu8 bei den Lipoidstudien ebenso wie beim Studium 


1 Journ. Physiologie et Pathogén. 1914. 








sew aw oS 


di 
di 








rin 
en 
on 
er- 
igt 
en 
en 
on. 
ler 
sl1- 
ng 
\n- 
de 


ut- 
piir 
on 
wut 
i0- 
yer 
pre 


ch 
ler 
‘jel 
ift 
lie 
ns- 
im 








Permeabilitatsstudien. III. 423 


des Mineralstoffwechsels Gewicht darauf gelegt werden, daB nicht Einzel 

bestimmungen angestellt, sondern, ebenso wie beim Studium des Mineralstoff - 
wechsels Anionen und Kationen, bei den Lipoidbestimmungen der Gesamt- 
kolloidkomplex analysiert wird. Besonders hingewiesen sei auf die niedrige 
Wirkungsschwelle normaler lipoider Zellbausteine. Von den seit langer 
Zeit im Vordergrund der medizinischen Interessen stehenden normalen 
Mineralbestandteilen, ebenso von den organischen Bausteinen der Zelle 
(von Hormonen, Vitaminen und temporar entstehenden Zwischenstoff- 
wechselprodukten wird abgesehen), ist wohl kaum einer imstande, in einer 
Menge von 0,3 g intravendés injiziert eine so starke Beeintlussung des Wasser- 
und Mineralstoffwechsels hervorzurufen wie Cholesterin z. B. nach Saure- 
belastung bei 2500 g schweren Tieren. DaB mit den beschriebenen Befunden 
nicht mehr als einige Grundziige des Wirkungsmechanismus lipoider 
Zellbausteine auf den Wasser- und Saéure/Basenhaushalt ermittelt wurden, 
bedarf, da ja eine Reihe anderer lipoider Zellbausteine nicht in den Versuch 
aufgenommen werden konnten, kaum eines Hinweises. 

Nach der Wasser- und Saurebelastung mubte untersucht werden, 
wie Cholesterin und Lecithin parenteral injiziert auf alkalotische Tiere 
wirken. Die Tiere bekamen zu diesem Zwecke je 3,2 g Natrium- 
bicarbonat in 40 cem Wasser niichtern mit dem Magenschlauch. Ein 
Parallelversuch, fiir lingere Zeit mit Cholesterin und Lecithin gefiitterte 
Tiere alkalotisch zu machen, war aus raumlichen Griinden nicht durch- 
fiihrbar, weil wir Wert darauf legten, groBe Tiergruppen zu verwenden, 
um zuverlassige Durchschnittswerte zu erhalten. 

Bei Natriumbicarbonatbelastung ist in der ersten Ausscheidungs- 
periode ein Cholesterineffekt vorhanden. Die Tiere scheiden, verglichen 
mit den anderen Gruppen, mehr Wasser, Cl, P und Alkalien aus. Der 
Serum-Cl-Wert ist der héchste. Der Wassergehalt des Blutes ist trotz 
wesentlich staérkerer Wasserausscheidung héher als bei den Lecithin- 
tieren und etwa gleich groB wie bei den Kontrollen. Es werden also 
auch hier Wasser und Elektrolyte nach der Niere abgedrangt. In der 
zweiten Ausscheidungsperiode werden aber Wasser- und -Elektrolyt- 
ausscheidung gedrosselt. Fiir die Gesamtausscheidung betrachtet, 
verglichen mit der Salmiakbelastung und dem daraus resultierenden 
Cl- und H-IoneniiberschuB, bleibt aber ein Cholesterineffekt insofern 
aus, als es bei der Natriumbicarbonatbelastung und dem daraus resul- 
tierenden Na*-, d.h. de facto OH~-UberschuB gegeniiber dem reinen 
Wasserbelastungsversuch nicht zu der miachtigen Steigerung der 
Wasserausfuhr, sondern zu einer Drosselung kommt. Ein Argument 
mehr, daB dort primar eine Cholesterin/Cl-, d. h. de facto Cholesterin- 
H*-Wirkung vorliegt. 

Die Lecithintiere scheiden die geringsten Cl- und Alkalimengen aus, 
dabei ist ihr Blut konzentrierter und enthalt mehr Natriumbicarbonat als 
das der Kontrollen. Wie beieiner Saurebelastung Wasser und Cl, so werden 
bei einer Alkalibelastung Wasser und Alkali in die Gewebe gedrangt. 


28* 
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SchlieBlich wurde auch noch Ergosterin, das die Padiatrie spezifisch 
interessierende Lipoid, in den Rahmen des Versuchs einbezogen. Bei diesen 
Studien wurde an linger dauernde Fiitterungsversuche gar nicht gedacht und 
lediglich beabsichtigt, die Wirkung parenteral, intravenés applizierten 
Ergosterins, allerdings die Wirkung unbestrahlten sowohl als bestrahlten 
zu prifen. (Herstellung der Suspensionen siehe oben.) 

Diese Versuche mit Ergosterin gestatten sofort eine wichtige Fest- 
stellung. Man hatte der Meinung sein kénnen, daB die intravenése Injektion 
in Wasser suspendierten Cholesterins keine spezifische, sondern eine un- 
spezifische Wirkung einer chemisch indifferenten Suspension gewesen ware. 
An roten Blutkérperchen im Wasser- und Saureresistenzversuch gepriift, 
war die Wirkung der beiden hydrophoben Kolloide Cholesterin und 
Erg >sterin im Prinzip die gleiche. Die des Cholesterins war lediglich starker. 
Gleichbereitete Cholesterin- und Ergosterinsuspensionen, aber intravenés 
injiziert, haben ganz verschiedene Wirkungen. 

Wasserbelastung. Wahrend eine parenteral gesetzte Hyperchole- 
sterinamie, verglichen mit den Kontrollen, in der ersten Ausscheidungs- 
periode zum Anstieg der Serum-Cl-Konzentration, der Urin-Cl-Kon- 
zentration, der Urin-Cl-Ausfuhr und der Wasserausscheidung durch 
die Niere fiihrt, senken bestrahltes und unbestrahltes Ergosterin die 
Wasserausfuhr und die Cl-Konzentration im Urin und die Urin-Cl- 
Ausscheidung. Das unbestrahlte Ergosterin starker als das _be- 
strahlte. Die Serum-Cl-Werte dagegen liegen sowohl in der ersten als 
in der zweiten Ausscheidungsperiode héher als bei den Kontrollen 
und den Cholesterintieren, in der zweiten Ausscheidungsperiode sogar 
ganz betrachtlich héher. Was Hypercholesterin- und Hyperergosterin- 
amien aber im wesentlichen unterscheidet, ist, dab die Hyperergosterin- 
amien die Konzentration des Urin-P stark erhéhen. Was die Gesamt- 
P-Ausscheidung anbelangt, so liegt diese nach Ergosterinamien mit 
unbestrahltem Ergosterin niedriger als bei den Kontrollen und Chole- 
sterintieren, nach Ergosteriniamien mit bestrahltem Ergosterin dagegen 
wesentlich héher. Parallel der héchsten Urin-P-Ausscheidung und 
-Konzentration ist der anorganische Serum-P nach der Injektion 
bestrahlten Ergosterins héher als nach der mit unbestrahltem und 
wesentlich héher als der der Kontrollen und Cholesterintiere. Injiziertes 
unbestrahltes Ergosterin senkt sogar in der ersten Ausscheidungs- 
periode den anorganischen Serum-P, um ihn allerdings in der zweiten 
zu erhéhen. Injiziertes bestrahltes Ergosterin steigert das Serum-Ca 
sowohl in der ersten als’in der zweiten Ausscheidungsperiode, waihrend 
das unbestrahlte Ergosterin es unbeeinfluBt laBt. 


Sdurebelastung. Die hydrophoben Kolloide, bestrahltes und un- 
bestrahltes Ergosterin, steigern nach Salmiakbelastung, intravends 
injiziert, gegeniiber der reinen Wasserbelastung im Prinzip die Urin- 
ausfuhr, wie das von Cholesterin beschrieben wurde, wahrend die 
Kontrollen und die mit hydrophilem Lecithin injizierten Tiere nach 
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Saurebelastung ihre Urinausfuhr drosselten. Allerdings ist die Wirkung 
parenteral gesetzter Ergosterindmien nach Saurebelastung mit der 
Wirkung des Cholesterins auf die Wasserausfuhr auch nicht annahernd 
zu vergleichen. Wahrend die Kontrollen 517 cem und die Cholesterin- 
tiere 1657 cem ausscheiden, betragt die Urinausfuhr bei bestrahltem 
Ergosterin 943 und bei unbestrahltem 85l ecm. Auffallend ist, da’ 
das unbestrahlte Ergosterin nach Séurebelastung, verglichen mit dem 
reinen Wasserversuch, die Urinausscheidung verdoppelt, wahrend das 
bestrahlte nur eine leichte Steigerung aufweist. Wahrend nach einer 
parenteral gesetzten Hypercholesterinimie bei Saurespaltung mit den 
hohen Urinmengen vor allem das iiberschiissige Cl entfernt wird und 
die Cholesterintiere ihre Urin-P-Konzentration senken, um das Cl auf 
dem Nierenwege entfernen zu kénnen, steigt bei den Ergosterintieren 
trotz Cl-Belastung, trotz des Cl-Anioneniiberschusses im Organismus, 
die Urin-P-Konzentration, verglichen mit der reinen Wasserbelastung, 
noch weiter an. Die Cl-Werte der Ergosterintiere liegen in beiden Aus- 
scheidungsperioden unter denen der Cholesterintiere. Nach Cl-Belastung 
ist gegeniiber dem reinen Wasserversuch eine Serum-P-Erhéhung in der 
ersten Ausscheidungsperiode mit bestrahltem Ergosterin nicht fest- 
stellbar. Mit unbestrahltem Ergosterin sind die P-Werte wieder die 
niedrigsten. In der zweiten Ausscheidungsperiode liegen aber ebenso 
wie beim Wasserversuch bei beiden Ergosteringruppen die P-Werte 
weit tiber denen der Kontrollen und vor allem der Cholesterintiere. 
Das Serum-Ca ist bei beiden Ergosteringruppen in beiden Ausscheidungs- 
perioden erhéht, am héchsten beim bestrahlten Ergosterin in der zweiten 
Ausscheidungsperiode. Die Alkalireserven der Ergosterintiere liegen in 
der ersten und zweiten Ausscheidungsperiode deutlich tiber denen der 
Kontrollen und der Cholesterintiere. 

Bemerkenswert erschien uns die Parallelitaét der Cholesterin- 
wirkung auf das Anion Cl und der Ergosterinwirkung auf das Anion P. 
Cholesterin erhéht die Serum- und Urin-Cl-Konzentration und die 
Urin-Cl-Ausscheidung, bestrahltes Ergosterin die Konzentration des 
anorganischen P im Serum, die P-Konzentration im Urin und die 
Urin-P-Ausscheidung. Bestrahltes Ergosterin und Cholesterin unter- 
scheiden sich, soweit man das nach unserer Versuchsanordnung sagen 
kann, insofern, als bestrahltes Ergosterin intravenés injiziert ebenso 
wirkt wie nach enteraler Applikation, wahrend sich die Cholesterin- 
wirkung dann andert. Besonders auffallend erschien uns, daB un- 
bestrahltes Ergosterin, intravenés injiziert, in seiner Wirkung auf den 
Urin- und Serum-P dem bestrahltem im Prinzip glich. 


Bei der Wasserbelastung ware allerdings zu sagen, dai bestrahltes 
Ergosterin schon in der ersten Ausscheidungsperiode den anorganischen 
Serum-P erhéhte, wahrend ihn unbestrahltes Ergosterin zu dieser Zeit 
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senkte und erst in der zweiten Ausscheidungspericde erhéhte. Das gleiche 
gilt im Prinzip fiir das unbestrahlte Ergosterin nach Saurebelastung. 
Auffallend ist allerdings, daB nach reiner Wasserbelastung die Urin-P- 
Ausfuhr bei unbestrahltem Ergosterin niedriger ist als bei den Kontrollen 
und Cholesterintieren und wesentlich niedriger als nach bestrahltem 
Ergosterin. Es wire denkbar, da8 die Erhéhung des anorganischen Serum-P 
durch unbestrahltes Ergosterin in der zweiten Ausscheidungspericde ledig 
lich eine Kompensationserscheinung auf die erstzeitige Erniedrigung dar- 
stellte und daB bei langerer Versuchsdauer, im Gegensatz zu der bekannten 
Wirkung des bestrahlten Ergosterins, bei unbestrahltem die Serum-P- 
Erhoéhung fiir die Dauer ausgeblieben wire. Immerhin veranlaBte uns diese 
auffallende Erscheinung, den Dingen im Rattenversuch weiter nachzugehen. 
In der tiblichen Weise rachitisch gemachte Rattengruppen wurden intra- 
peritoneal wihrend zehn Tagen zweimal mit je 1 mg bestrahltem und 
unbestrahltem Ergosterin pro Tier injiziert. Wahrend nun die mit be- 
strahltem Ergosterin injizierten Tiere erwartungsgemaé8B prompt ausheilten, 
blieb jede Wirkung auf den rachitischen ProzeB nach Injektion mit wi- 
bestrahltem Ergosterin aus. 


Bei der Parallelitat der Cholesterin- und  Ergosterinwirkung 
auf die Anionen Cl und P ware noch auf folgendes hinzuweisen: 
Gegeniiber der durch Cholesterin verursachten Erhéhung der Cl- 
Konzentration im Serum und Urin und der Urin-Cl-Ausscheidung 
tritt das hydrophile Lecithin als Antagonist auf. Es scheint lohnend, 
zu untersuchen, ob ein ahnlicher Antagonismus durch Lecithin oder 
ein anderes Kolloid der Ergosterin-P-Wirkung gegeniiber nachweisbar 
ist. Untersuchungen in dieser Richtung sind im Gange. 
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EKinfache und sehnelle mikroanalytisehe 
Tabakuntersuchungsmethoden. 


Ill. Mitteilung!?: 
Die mikrotitrimetrische Bestimmung der die Glimmfahigkeit des Tabaks 


beeinflussenden Aschenbestandteile (Kalium, Calcium, Chlor, Sulfat und 
Phosphat). 


Von 
J. Bodnir und Ladislaus Barta. 


(Aus der kgl. ung. Tabakversuchsstation und aus dem medizinisch-chemi- 
schen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 9. September 1930.) 


Theoretischer Teil. 

Eine besonders wichtige Eigenschaft des Tabaks ist die gute Glimm- 
fahigkeit, und demzufolge haben diejenigen Untersuchungen eine 
besondere Bedeutung, welche zwischen der chemischen Zusammen- 
setzung und der Glimmfahigkeit der Tabake einen Zusammenhang zu 
finden trachten. Es ist fiir die chemische Zusammensetzung der 
Tabakblatter auBer dem Nicotin der duBerst groBe Aschengehalt 
(auf Trockensubstanz berechnet durchschnittlich 20°,, rohe Asche) 
besonders charakteristisch, denn es gibt kaum noch eine andere Pflanze, 
welche so viel mineralische Bestandteile enthalt wie der Tabak. Diese 
Eigenschaft des Tabaks erklart es, daB von den getrockneten Pflanzen- 
blattern der Tabak die gréBte Neigung zum glimmenden Brennen 
(Gliihen) hat. . Das Brennen des flammenden, aschenarmen Filtrier- 
papiers hért mit dem Léschen der Flammey auf, das Papier gliiht nicht 
weiter. Beim Brennen eines mit gewissen Salzlésungen durchtrankten 
und getrockneten Filtrierpapiers kann aber wahrgenommen werden, 
daB das Brennen nach dem Léschen der Flamme nicht aufhért, sondern 
das Papier gliiht weiter. Dieser einfache Versuch beweist tiberzeugend, 


1 |. Mitteilung: J. Bodnar, J. Straub u. Vitéz L. Nagy. diese Zeitschr. 
195, 103, 1928; II. Mitteilung: J. Bodnar u. Vitéz L. Nagy, ebendaselbst 
206, 410, 1929. 
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daB das glimmende Brennen (Glimmfahigkeit) des Tabaks mit dessen 
hohem Aschengehalt in festem Zusammenhang stehen muB. Daraus, 
daB die verschiedenen Salze das Papier nicht gleichmaBig im Gliihen 
halten kénnen, folgt, daB die Kenntnis der quantitativen Zusammen- 
setzung der Tabakasche bei der Beurteilung der Glimmfahigkeit des 
Tabaks groBe Bedeutung hat. 


Aus der einschlagigen Literatur ist ersichtlich, daB mit dem Studium 
der Frage, welche Aschenbestandteile giinstigen und welche ungiinstigen 
EinfluB auf die Glimmfahigkeit des Tabaks haben, sich mehrere Forscher 
befaBten. 


Schlésing' war der erste, der den EinfluB der Aschenbestandteile auf 
die Glimmfahigksit des Tabaks studierte. Er fiihrt die gute Glimmfahigkeit 
des Tabaks auf die in dem Tabak vorhandenen organischen Kalisalze 
zuriick, da bei der Verbrennung dieser Salze voluminése, leicht ver- 
brennende (glimmende) Kohle entsteht. Wenn das Kalium in Form von 
Sulfat oder Chlorid im Tabak vorhanden ist, dann entsteht bei der Ver- 
brennung eine kompakte, schwer brennend> Kohle, und infolge dessen brennt 
der Tabak schlecht, er verkohlt. Auf Grund dessen ist laut Schlésing die 
Glimmfahigkeit des Tabaks desto besser, je alkalischer die Asche ist (es 
entsteht beim Brennen aus den organischen Kalisalzen Kaliumcarbonat), 
und die Asche des gut brennenden Tabaks enthalt (auf aquivalente Menge 
berechnet) viel Kalium, wenig Sulfat und Chlor; beim schlecht brennenden 
Tabak kann das Gegenteil erfahren werden. 

Nessler? studierte zuerst die Wirkung verschiedener Salze auf die 
Verbrennung des Filtrierpapiers. Nach seinen Versuchen sind es in erster 
Reihe die Kalisalze (CO,, SO,, organische Saéure), sodann die Nitrate und 
organische Salze der Erdalkalimetalle, welche die Glimmfahigkeit des 
Filtrierpapiers giinstig beeinflussen; die Asche des mit Erdalkalimetall- 
salzen impragnierten Filtrierpapiers enthalt keine Kohlenteilchen, sie ist 
schén wei8B. Das Chlor (Chloride) wirkt auf die Glimmfahigkeit ungiinstig; 
Kaliumchlorid minder als Natriumchlorid, was so erklarlich ist, daB das 
Kalium die ungiinstige Wirkung des Chlors verminderte. Die Wirkung 
der Chloride erklart Nessler damit. daB die wahrend der Verbrennung 
schmelzenden Alkalichloride die Kohlenteilchen iiberziehen, dieselben von 
der Luft abschlieBen und ihre Verbrennung verhindern. Es ist auch 
aus den Diingungsversuchen Nesslers die giinstige Wirkung des Kaliums 
auf die Glimmfahigkeit des Tabaks ersichtlich, es kann aber aus dem 
Kaliumearbonatgehalt der Tabakasche nicht in jedem Falle auf die gute 
oder schlechte Glimmfahigkeit gefolgert werden. Zu ahnlichen Resultaten 
fiihrten auch Jenkins* Versuche, der betont, daB auch die organischen 
Substanzen des Tabaks die Glimmfahigkeit in groBem Ma8e beeinflussen. 


1 Auf Grund der Mitteilungen E. Peters, Landw. Versuchsstat. 3, 98, 
1861; Th. Kosutany, Chemisch-physiologische Untersuchung der charak- 
teristischeren Tabaksorten Ungarns, 8.30. Budapest 1882. 

2 J. Nessler, Landw. Versuchsstat. 29, 309, 1883. 

3 Jenkins, Ann. Rep. of the Connecticut Agric. Exper. Stat. 1884; 
zitiert nach R. Kissling, Handb. d. Tabakkunde, d. Tabakbaues u. d. Tabak- 
fabrikation, 5. Aufl., S. 240. Berlin 1925. 
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Auf Grund spaterer Versuche gelangt Nessler! zu dem Resultat, 
daB unter gleichen Umstanden der Tabak desto besser brennt, je reicher 
er an Kalium und je armer er an Chlor ist; im allgemeinen kann 
vorausgesetzt werden, daB kein Tabak gut brennt, welcher mehr als 
0,4°., Chlor und weniger als 2,5°,, Kalium enthalt. 


Nach Kosutanys? Versuchen brennt im allgemeinen ein Tabak desto 
besser, je gréBer sein Aschengehalt ist, und umgekehrt. Von den Aschen- 
bestandteilen des Tabaks beeinflussen Phosphat, Sulfat und Chlor und 
von den organischen Substanzen die EiweiBstoffe die Glimmfahigkeit 
ungiinstig. 

Fesca* untersuchte bei den japanischen Tabaken sehr ausfiihrlich den 
KinfluB der Aschenbestandteile auf die Glimmfahigkeit. Nach seinen 
Untersuchungen ist eine Bedingung der guten Glimmfahigkeit ,,ein mittlerer 
Gehalt an Basen, besonders an Kali und Kalk**. Aus einem sehr niedrigen 
Kali- und Caleciumgehalt kann sicher auf eine schlechte Glimmfahigkeit 
geschlossen werden. Hoher Minoralsiiuregehalt (Cl, SO,, P,O,) ist das 
Zeichen einer schlechten Glimmfahigk-it ; von diesen beeinfluBt am wenigsten 
das P,O;, am moisten das Sulfat ungiinstig die Glimmfihigkeit. Man kann 
aus dem absoluten Carbonatgehalt der Asche, oder noch mehr aus dem 
Verhaltnis des Carbonat- und des Mineralséuregehalts auf die Glimm- 
fahigkeit folgern, und zwar weist eine hohe Verhaltniszah!] (Carbonatiiber 
gewicht) auf gute Glimmfahigkeit. 


Die hohe Basizitaét der Tabakasche ist ein auBerst giinstiges Zeichen 
der guten Glimmfahigkeit. 


Van Bemmelen* laBt bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen 
Glimmfahigkeit und Aschenzusammensetzung das in der Tabakasche 
vorhandene Chlor und Sulfat an Alkalien (Kalium) gebunden fungieren. 
Wenn die Menge der zum Chlor und Sulfat gebundenen Alkalien (K) ge- 
ringer ist als diejenige der Gesamtalkalien (positive Differenz), dann ist 
in der Tabakasche ein AlkaliiiberschuB, im entgegengesetzten Falle (negative 
Differenz) ein SaureiiberschuB. 

In der Asche der gut brennenden Tabake ist der AlkaliiiberschuB 
groB, in der Asche der schlecht brennenden kleiner, oder es ist ein Saure- 
iiberschuB vorhanden. 


Es kamen aber auch solche Tabake vor, bei welchen der AlkaliiiberschuB 
sehr klein war, und trotz alledem brannten sie gut. a in diesen Tabaken 
der Natrongehalt niedrig, der Kalkgehalt hoch und das Verhiltnis zwischen 
Carbonat und Chlor + Sulfat giinstig war, kann man daran denken, daB 
das an organische Sauren gebundene Calcium (eventuell Magnesium) 
das Kalium substituieren kann. AuBer der Zusammensetzung der Tabak- 
asche miissen auch noch die organischen Bestandteile des Tabaks einen 
gewissen EinfluB auf die Glimmfahigkeit ausiiben; denn es kann die 
Glimmfahigkeit eines gut gereiften und sorgfaltig fermentierten Tabaks 


1 J. Nessler, Landw. Versuchsstat. 40, 395, 1892. 

Th. Kosutaény, |. c. 8. 33. 

3 M. Fesca, Landw. Jahrb. 17, 329, 1888. 

4 J. M. van Bemmelen, Landw. Versuchsstat. 37, 409, 1890. 


to 
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auch bei ungiinstiger Aschenzusammensetzung gut sein, und umgekehrt, 
d.h. es kann die Glimmfahigkeit eines unreifen, fehlerhaft fermentierten, 
aber giinstige Aschenzusammensetzung aufweisenden Tabaks schlecht sein. 

Mayer: untersuchte eingehend die Wirkung der verschiedenen Salze 
und organischen Substanzen (Gerbsaéure, EiweiBstoff. Harz, Zucker. 
Starke usw.) auf das Brennen des Filtrierpapiers; auf Grund seiner 
Untersuchungen beeintlussen die Aschenbestandteile die Glimmfahigkeit 
des Tabaks auf folgende Weire: 

Je mehr Asche der Tabak enthalt, je héher der Kaliumgehalt 
der Asche ist und je weniger Kalium an Mineralséuren gebunden ist, 
desto besser ist die Glimmfahigkeit des Tabaks; je héher der Phosphat 
und Calciumgehalt der Asche ist, desto schlechter ist die Glimmfahig- 
keit; viel Chlor und Sulfat (an Calcium gebunden) beeinflussen die 
Glimmfahigkeit ungiinstig. 

Sehr interessant sind die Beobachtungen Mayers, daB die schlecht 
brennenden Tabake gut brennend werden. wenn die Tabakblatter 
24 Stunden hindurch in einer 0,5°,igen Kaliumnitrat- oder Kaliumacetat- 
lésung eingeweicht und nachher getrocknet werden (die mit Calciumacetat 
behandelten Tabake verbrannten mit Hinterlassung schéner, schnee- 
weiBer Asche). Dies erklart Mayer damit, daB bei der Einweichung die die 
Glimmfahigkeit des Tabaks ungiinstig beeintlussenden organischen Sub- 
stanzen in einer bedeutenden Menge (25°, des Tabakgewichts!) ausgelaugt 
werden und die die Glimmfahigkeit giinstig beeinflussenden Salze in den 
Tabak gelangen. 

Nach Barths? Untersuchungen wirken besonders die kohlen- und 
salpetersauren Alkalien giinstig auf die Glimmfahigkeit des Papiers bzw. 
Tabaks, und die Alkaliphosphate beeinflussen zufolge ihrer leichten Schmelz- 
barkeit diese Glimmfahigkeit noch ungiinstiger als die Chloride. Die giinstige 
Wirkung der Alkalien bzw. des Kaliums erklart Barth damit, daB beim 
Brennen des Tabaks die glimmende Kohle die Kalisalze (CO,, NO,) 
reduziert: das entstehende metallische Kalium wird rasch oxydiert, das 
Oxyd gibt jedoch leicht seinen Sauerstoff ab, wodurch das Brennen be- 
deutend geférdert wird. Es spielt also beim Brennen des Papiers das 
Kalium als Sauerstoffiibertrager eine Rolle*. Die Alkaliphosphate, -silikate 
und -chloride*, weiter die Salze der Erdalkalimetalle (Ca) reduzieren sich 
durch Kohle — gegeniiber den kohlensauren und salpetersauren Alkalien 
— nur schwer oder tiberhaupt nicht. Auf diese Weise ist die giinstige Wir- 
kung des Kaliumcarbonats (organische Kaliumsalze) und des Kaliumnitrats 
auf die Glimmfahigkeit des Tabaks® gut erklarlich. Barth gibt eine sehr 


1 4. Mayer, Landw. Versuchsstat. 38, 127, 1891. 
2 M. Barth, ebendaselbst 39, 81, 1891. 
3 Ahnlich erklart auch Mayer (1. c.) die giinstige Wirkung des Kaliums 


auf die Glimmfahigkeit des Tabaks. 
4 Die das Glithen des Papiers férdernde Wirkung der Alkalichloride 
fiihrt Barth nicht auf chemische, sondern auf physikalische Griinde zuriick. 
5 Nach Mayer (l. ec.) reduziert sich das Na,O schwerer als das K,O; 
dieser Umstand macht die besondere, durch kein anderes Metall zu er- 
setzende Wirkung des Kaliums auf die Glimmfahigkeit des Tabaks er- 


klarlich. 
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interessante theoretische Erklarung der schlechten Glimmfahigkeit der 
mit Flamme brennenden Kérper und der schlechten Flammung der gut 
glimmenden K6érper, wodurch die ungiinstige Wirkung der Harze auf die 
Glimmfahigkeit des Tabaks erklart werden kann (die an Harzen reichen 
Tabake brennen lange, nach dem Erléschen der Flamme glimmen sie 
schlecht). Barth wies auch daraut hin, daB, je diinner das Tabakblatt ist, 
es desto besser brennt, und umgekehrt (zu den diinneren, aus weniger 
Zellschichten bestehenden Blattern gelangt die Luft leichter). 

Cserhati! untersuchte den EinfluB verschiedener Faktoren (Ent- 
wicklung, Sorte, Witterung, Bod+nverhaltnisse, Diingung) auf die Glimm- 
fahigkeit des Tabaks, unter welchen zu erwahnen ist, daB die Phosphor- 
sowie die Kalkdiingung (besonders bei kalkarmen Béden) auf die Glimm.- 
tahigkeit meistens giinstig wirkte; demgegeniiber nahm er die giinstige 
Wirkung der Kalidiingung nicht wahr (iiber die Zusammensetzung der 
Asche der untersuchten Tabake teilt der Verfasser keine Daten mit). 

Vedrédi und Kerpely? fanden zwischen der Glimmfahigkeit und dem 
Aschengehalt der Tabake einen festen Zusammenhang, und zwar glimmen 
die Tabake mit hohem Aschengehalt besser als die mit niedrigem. 

P. Wagner*® studierte eingehond die Wirkung der Kalidiingung auf 
die Glimmfahigkeit des Tabaks. Nach seinen Versuchen erhéht die Kali- 
diingung bedeutend den Kaligehalt des Tabaks. Die giinstige Wirkung 
des Kaliums auf die Glimmfahigkeit ist bei den fermentierten Tabak- 
blattern wahrnehmbar, bei den unfermentierten aber nicht. 

Bedingung des guten Brennens des Tabaks ist, daB er wenigstens 5°, 
Kali und héchstens 0,6°, Chlor enthalt. 

Jiingst fanden Carpenter und Allen*, daB der sehr hohe Chlorgehalt 
die Glimmfahigkeit ungiinstig beeinfluBt: die schlechte Glimmfahigkeit 
ist aber keine notwendige Folge des verhaltnismaBig hohen Chlorgehalts. 

Nach Kissling® kann die giinstige Wirkung des Kaliums und die un- 
giinstige Wirkung des Chlors auf die Glimmfahigkeit dos Tabaks als ein 
sicher festgestelltes Faktum betrachtet werden; diese Wirkung des Kaliums 
kann aber nur dann zur Geltung kommen, wenn der grébere Teil des- 
selben in Form organischer Salze im Tabak vorhanden ist, d. h. wenn die 
Alkalitat der Tabakasche hoch und nebenbei der Sulfat-, Chlor- und 
Phosphatgehalt relativ niedrig ist. 

Auf Grund der Ergebnisse der bisher bekanntgegebenen Unter- 
suchungen ist bei dem Studium des Zusammenhanges zwischen der 
Glimmfahigkeit und der quantitativen Aschenzusammensetzung des 
Tabaks auBer dem Aschengehalt die Bestimmung folgender Aschen- 
bestandteile notwendig: Kalium, Calcium, Chlor, Phosphat, Sulfat und 
Aschenalkalitat. Wenn man bei der Bestimmung der Tabakaschen- 
bestandteile die gewéhnlichen gravimetrischen Methoden (bisher 
wurden nur diese gebraucht) anwendet, so nehmen die Untersuchungen 


1 A. Cserhati, Journ. f. Landw. 48, 379, 1895. 

2 V. Vedrédi, Landw. Versuchsstat. 45, 295, 1895. 

3 P. Wagner, Centralbl. f. Agrikulturchem., 8. 593, 1908. 

4 F. B. Carpenter u. A. H. Allen, Amer. Fertilizer’ 65, 21, 1926; zitiert 
nach Chem. Centralbl. 1927, I, 533. 

5 R. Kissling, 1. c. 8. 251. 
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sehr viel Zeit in Anspruch, und auBerdem bendétigen sie viel Chemikalien, 
Gas usw. Diese Umstande fallen besonders dann ins Gewicht. 
wenn von Massenanalysen die Rede ist, was aber unbedingt vorkommt, 
wenn man sich mit dem Studium des Zusammenhanges zwischen der 
Aschenzusammensetzung und der Glimmfahigkeit des Tabaks eingehend 
auf breiter Grundlage beschaftigen will. So schien unser Bestreben 
sehr motiviert, zur Bestimmung der Tabakaschenbestandteile die in viel 
kiirzerer Zeit durchfiihrbaren und nur sehr wenig Chemikalien be- 


anspruchenden mikrotitrimetrischen Methoden anzuwenden. Hier 


konnten in erster Reihe jene mikrotitrimetrischen Methoden in Betracht 
kommen, welche zur Bestimmung des Kaliums, Calciums, Chlors usw. 
bei den physiologischen Untersuchungen (Blut, Harn) Anwendung 
finden. Aus dem experimentellen Teil unserer Mitteilung ist ersichtlich, 
daB die in der physiologischen Chemie benutzten mikrotitrimetrischen 
Methoden mit Beriicksichtigung der von uns angegebenen Modalitdten 
auch zur Bestimmung der Tabakaschenbestandteile (von sehr kleinen 
Tabakmengen ausgehend) mit gutem Erfolg gebraucht werden kénnen!. 


Experimenteller Teil. 
Aschenbestimmung aus kleiner Tabakmenge. 

Man pflegt zur Bestimmung des Aschengehalts der Tabake ge- 
wohnlich 5 g Tabak zu verbrennen?. Der Aschengehalt des getrockneten 
(fermentierten) Tabaks ist durchschnittlich 20°,, also genug hoch dazu, 
durch die Verbrennung auch weniger als 5 g Tabaks eine auf der 
analytischen Waage gut meBbare Aschenmenge zu gewinnen. So 
bekommt man z. B., wenn man 0,5 g Tabak verbrennt, etwa 0,1 g Asche. 
Das zur chemischen Untersuchung des Tabaks verwendete, durch 
Mahlen und Sieben des Tabakblattes gewonnene mehlfeine Tabakpulver 
ist homogen genug, daB man bei der Untersuchung von kleineren 
Mengen Tabakpulver ausgehen kann*. Es bedarf keiner Erklarung, 
was es vom Standpunkte der Schnelligkeit der Untersuchungen und der 
Sparsamkeit mit den Betriebsstoffen (Gas, Elektrizitét) bedeutet, 
wenn bei der Aschenbestimmung nicht 5g, sondern nur 0,5 g Tabak 
verbrannt wird. Die Verbrennung von 0,5 g Tabakpulver nimmt in 
einer Platinschale auf iibliche Weise acht bis zehn Minuten, die Ver- 

1 Uber die Mikrobestimmung der Alkalitat der Tabakasche wird in 
einer anderen Mitteilung berichtet. 

2 K. von Buchka, Das Lebensmittelgewerbe 1, 289, 1913; Th. Kosutany, 
io BF. 

3 Dies beweisen iibrigens unsere Untersuchungen, bei welchen die auf 
mikrotitrimetrischem (aus 1g Tabak) und makrogravimetrischem (aus 
10g Tabak) Wege gewonnenen Nicotinwerte miteinander gut iiberein- 
stimmten. 
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brennung von 5 g Tabak 50 bis 60 Minuten in Anspruch. In der Tabelle I 
teilen wir den prozentualen Aschengehalt von 15 Tabakmustern 
mit, welcher durch Verbrennung von 5g bzw. 0,5 g Tabak = ge- 
wonnen wurde!. 


Tabelle I. 





Differenz zwischen 


Nr. = he 3 yor a nF , i e ¥ _ F. th ll 
%/o : ad [ 
1 18,62 18.56 + 0.06 
2 18.88 18.76 0,12 
3 19,03 18.99 + 0,04 
4 19.16 — 19,13 — 0,03 
5 19,21 18.98 + 0,23 
6 19,62 19,43 + 0,19 
7 20,16 20,28 - 0,12 
8 20,17 20,08 ~ 0,09 
9 20,32 20,28 + 0,04 
10 20,51 20.66 — 0,15 
11 20,84 20,61 0,23 
12 21,14 21,10 + 0,04 
13 21,36 21,29 + 0,07 
14 21,89 21,98 — 0,09 
15 22.11 22.22 - O11 


Die in der Tabelle I mitgeteilten Aschenbestimmungen sprechen 
dafiir, daB der Aschengehalt des Tabaks auch durch Verbrennung von 
0,5g Tabak genau bestimmt werden kann. 


Bestimmung des Kaliums. 


Zur titrimetrischen Bestimmung des im Blut, Harn usw. in sehr kleiner 
Menge vorhandenen Kaliums ist die durch Kramer und Tisdall? aus- 
gearbeitete Methode am meisten verbreitet. Ein groBer Vorteil dieser 
Methode ist. daB man damit das Kalium in Gegenwart auch anderer 
Metalle bestimmen kann. Es zeigte sich also sehr zweckmaBig, die in 
anderen Beziehungen gut bewahrte Kramer-Tisdallsche Methode auch 
zur Bestimmung des Kaliumgehalts des Tabaks zu verwenden. Nach 
unseren Untersuchungen kann der Kaliumgehalt (K,O) des Tabaks mit 
dieser Methode folgenderweise bestimmt werden: 

Es wird von dem Tabakpulver 0,1 g abgewogen und in einer Platin- 
schalé verbrannt. Die Verbrennung wird mit kleiner Flamme bei niedriger 

1 Diese Bestimmungen wurden von Herrn Vitéz Ladislaus Nagy 
ausgefiihrt. 

2 BE. Abderhalden, Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. Abt. IV, Teil 3, 


S. 529, 1924. 
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Temperatur (das Platin soll nicht zum Gliihen kommen) durchgefiihrt, und 
es wird nicht danach gestrebt, eine weiBe Asche zu bekommen. Bei diesem 
Verfahren ist bei der Verbrennung kein Kaliumverlust zu befiirchten, man 
findet in der kohlenhaltigen Asche die in dem verbrannten Tabak vor- 
handen® gesamte Kaliumm2nge, woraus die Kaliumsalze leicht lésbar sind. 
Eine solche langsame Verbrennung dauert bei gré6Berer Menge Tabakpulvet 
(cinige Gramm) lange Zeit, im Falle von 0,1 g Tabakpulver nimmt sie aber 
nicht mehr als 10 bis 15 Minuten in Anspruch. Die Kohlenteilchen werden 
mit der zur Asche hinzugefiigten wenig verdiinnten Salzsaéure gut zerrieben, 
mit einigen Kubikzentimetern Wasser verdiinnt und die auf d2m Wasserbad 
erwarmte Lésung durch ein kleines Filter in einen 25 cem-MeBkolben 
filtriert. Die auf dem Filter zuriickgebliebenen Kohlenteilchon werden mit 
warmem Wasser ausgewaschen; nach Abkiihlung wird das Filtrat bis zur 
Marke aufgefiillt und aus dieser Lésung zur Kaliumbestimmung 2,5 ecem 
( 10 mg Tabak) in ein Zentrifugenrohr'! abpipettiert. Es werden zu dieser 
Lésung 0,5 cem 50 %iger NaN O,-Lésung (kalifrei), sodann zur Fallung des 
Kaliums von dem Natriumkobaltinitrit-Reagens? 0,5 cem (tropfenweise, 
bei fortwihrendem Schiitteln des Zentrifugenrohres) hinzugegeben und der 
sich abscheidende gelbe, kristallisierte Niederschlag nach 15 Minuten Stehen 
abzentrifugiert. Im vorliegenden Falle setzt sich der Niederschlag schon 
nach 5 Minuten Zentrifugierens (Handzentrifuge) gut ab. Die iiber dem 
Niederschlag stehende Fliissigkeit kann am raschosten so entfernt werden, 
daB sie mit Hilfe eines diinn ausgezogenen, auf den Gummischlauch der 
Wasserstrahlpumpe befestigten Glasrohres durch sehr schwaches Saugen 
abgesaugt wird. Nachher wird der Niederschlag mit 2 bis 3 cem Wasser 
aufgewirbelt, zentrifugiert, das Waschwasser auf die vorerwaihnte Weise 
abgesaugt und diese Operation noch zwei- bis dreimal wied2rholt. Es werden 
zu dem ausgewaschenen Niederschlag aus einer Mikrobiirette 1 bis 3 cem 
n/50 KMn0O,-Lésung (jedenfalls so viel, daB das KMnO, im Uberschu8 
bleibt) und 1 cem 10 °%%ige Schwefelséiure hinzugegeben, gut durchgemischt 
und im Wasserbad eine Minute lang erwarmt. Inzwischen lést sich det 
Niederschlag, und man bekommt eine vollkommoen klare, rote Lésung; 
wenn sich der Niederschlag nicht gelést hat, wird weiter erwarmt*®. Zur 
Titrierung des nicht verbrauchten KMnO, wird zu der warmen Lésung 
so viel n/100 Natriumoxalatlésung hinzugegeben, daB sich die Lésung total 
entfarbt, und der UberschuB des Oxalats wird mit K MnO, so zuriicktitriert, 
daB die entstandene Rosafirbung wenigstens eine Minute lang nicht ver- 
schwindet. 


1 Zu unseren gesamten Untersuchungen haben wir spitz auslaufende, 
12 cem Lésuny fassende Zentrifugenréhren gebraucht. 

2 Das Reagens wird auf folgende Weise bereitet: A-Lésung: 12,5 ¢ 
kristallisiertes Co(NO,), + 25cem H,O + 6,2cem Eisessig. B-Lésung: 
25 ¢ NaNO, (kalifrei) + 50 cem H,O. Die B-Lésung wird teilweise zu det 
A-Lésung gegeben; zur Entfernung der entstandenen Stickoxyde wird 
durch die Lésung Luft durchgesaugt. Das Reagens wird nach 24stiindigem 
Stehen — vorerst wird der eventuell entstandene Niederschlag abfiltriert — 
gebraucht. Das Reagens (im Eisenschrank aufbewahrt) kann einen Monat 
lang verwendet werden. 

3 Langeres Erhitzen mu8 vermieden werden, denn es kann sich aus 
der Lésung MnO, ausscheiden (die Lésung triibt sich braunlich) was den 
MiBerfolg der Bestimmung bedeutet. 
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Aus dem Resultat der Titrierung kann der prozentuale K,O-Gehalt 
des untersuchten Tabaks nach folgender Formel berechnet werden: 
K,0°% [10 (a + c) — 56). 0,171 
a zum Niederschlag gegebene Kubikzentimeter n/50 KMnQO,-Lésung! 
(1 ecem 0,142 mg K 0,171 mg K,O). 
b angewandte Kubikzentimeter n/100 Na-Oxalatlésung, 


c zur Zuriicktitrierung gebrauchte Kubikzentimeter n/50 KMn0O,- 
Lésung. 


Mit der beschriebenen Mikromethode wurde das Kalium in 
15 Tabakmustern bestimmt. Zur Kontrolle der gewonnenen Resultate 
wurde das Kalium in den von je 2 g Tabakmustern gewonnenen 
Aschen auf makrogravimetrischem Wege (mit der Perchloratmethode) 
bestimmt. Die Resultate der Mikro- und Makrobestimmungen sind in 
der Tabelle II zusammengefaBt. 


Tabelle Il. 





K,0 
er ee ee Shs ee ee ee cn 
Nr. Mikrotitrimetrisch Makrogravimetrisch Ditheons 
bestimmt bestimmt 
Fo 0/5 0 0 
1 1,62 1,59 + 0,03 
2 1,80 1,70 + 0,10 
3 2,05 1,95 + 0,10 
4 1,87 1,95 — 0,08 
5 2.04 1,93 + 0,11 
6 1,83 1,97 — 0,14 
7 1,9) 2,03 — 0,13 
8 2,13 2,30 — 0,17 
9 2,51 2,57 — 0,06 
10 2,43 2,35 + 0,08 
11 2,95 2,80 + 0,15 
12 2,97 2,85 + 0,12 
13 3,07 3,20 — 0,13 
14 3,55 3,61 — 0,06 
15 3,50 3,70 - —020 


Aus den Daten der Tabelle II ist ersichtlich, dab der Kaliumgehalt 
der Tabake nach der mitgeteilten mikrotitrimetrischen Methode, den 
praktischen Forderungen geniigend, bestimmt werden kann. Nach der 
mikrotitrimetrischen Methode ist die Kaliumbestimmung wahrend 
einer Stunde bequem durchfiihrbar, demgegeniiber nimmt die zu diesem 
Zwecke bisher gebrauchte makrogravimetrische Methode wenigstens 
einen Tag in Anspruch. 


1 Die KMnO,-Lésung wurde zu der Kalibestimmung analogerweise 
(mit KCl pro analysi) eingestellt. Zur Einstellung und zu den Bestimmungen 
wurde immer dasselbe Reagens gebraucht. 
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Bestimmung des Calciums. 


Zur titrimetrischen Bestimmung des Calciums findet in der Praxis 
meistens das oxydimetrische Verfahren mit KMnO, Anwendung. Jiingst 
befaBte sich Héltje’ mit der Untersuchung der Frage, ob bei der Be- 
stimmung kleiner Calcitummengen das indirekte (Titrierung des Oxalat- 
iiberschusses) oder das direkte (Titrierung des Calciumoxalats) Verfahren 
bessere Resultate gibt. Diese Untersuchungen fiihrten zu dem Resultat, 
da8 man mit der direkten Methode bessere Werte gewinnen kann, und auf 
diesem Wege konnte er kleine Caleiummengen (von 5 mg abwarts) mit 
0,015 mg Genauigkeit bestimmen. Hoéltje fiihrt die Bestimmung so durch, 
daB er das Ca aus der neutralen Lésung mit heiBer Natriumoxalatlésung 
fallt, nachher mit Ammoniak alkalisiert, den nach zweistiindigem Stehen 
abzentrifugierten und ausgewaschenen CaC,QO,-Niederschlag in Schwefel- 
séure lést und das zur Lésung im UberschuB gegebene K MnO, jodometrisch 
zuriicktitriert. 

Bei diesem Verfahren haben wir beobachtet, daB sich das Caleium- 
oxalat haufig pulverartig abscheidet; dieser Niederschlag setzt sich 
schwer ab, und die tiber dem Niederschlag stehende Lésung klart 
sich nur nach langem Zentrifugieren vollkommen. Dies kann vermieden 
werden, wenn man bei der Abscheidung des Calciums nach Winkler® 
verfahrt, indem man das Calcium aus einer Ammoniumchlorid ent- 
haltenden verdiinnten essigsauren Loésung ausfallt, wobei sich das 
Calciumoxalat kristallin abscheidet und schnell absetzt. 


Auf Grund des Gesagten kénnen wir zur Bestimmung des Calcium- 
gehalts des Tabaks folgende Mikromethode empfehlen. 

Es wird von dem Tabakpulver 0,25 g abgewogen und in der Platinschale 
auf iibliche Weise verbrannt. Die Asche wird in einigen Kubikzentimetern 
verdiinnter HCl gelést, die Lésung in einem 25 ecm-MeBkolben (ohne 
Filtrieren) itibergefiihrt und mit einem Tropfen Methylorangelésung gefarbt. 
Aus einer Biirette wird Ammoniak hinzugegeben bis zur Gelbfarbung. 
Nachher wird die triibe Lésung mit 1 bis 2 cem verdiinnter Essigséiure an- 
gesauert, gut durchgeschiittelt, bis zur Marke aufgefiillt und von dem Nieder- 
schlag (basisches Eisen- und Aluminiumacetat) durch ein trockenes Filter 
in ein trockenes GefaB filtriert. Von dem klaren Filtrat werden in ein 
Zentrifugenrohr 5 cem abpipettiert, das Rohr wird in ein heiBes Wasser- 
bad gestellt, und nach Ablauf von etwa 5 Minuten werden je nach der Menge 
des vorhandenen Calciums tropfenweise 0,5 bis 0,8 cem 2,5 °gige Ammonium- 
oxalatlésung hinzugegeben. Das Zentrifugenrohr wird so lange in dem 
Wasserbad gelassen, bi¢ sich das ausgeschiedene Calciumoxalat auf dem 
Boden des Rohres vollkommen absetzt. Nachher wird es aus dem Wasser- 
bad herausgenommen und nach Abkiihlung die iiber dem Niederschlag 
stehende Fliissigkeit auf die bei der Kaliumbestimmung angegebene 
Weise abgesaugt. Der Niederschlag wird mit 2 bis 3 ccm destilliertem 
Wasser aufgewirbelt, abzentrifugiert (der Niederschlag setzt sich rasch 
ab), das Waschwasser abgesaugt und diese Operation noch dreimal wieder- 


! R. Héltje, Zeitschr. f. anorgan. u. allgem. Chem. 167, 128, 1927. 
2 Auf Grund der einem Vortrag von Prof. Winkler (Budapest) ent- 
nommenen Angaben. 
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holt. Der ausgewaschene Niederschlag wird mit 3 bis 4c¢cm — 10 °,iger 
Schwefelsaiure vermischt, in welcher sich der Niederschlag das Zentri- 
fugenrohr ins Wasserbad gestellt rasch autlést. Die schwefelsaure Lésung 


wird aus dem Zentrifugenrohr in einen kleinen Erlenmeyer-Kolben tiber- 
geftihrt, so viel Wasser hinzugegeben. daB das Volumen der Lésung 30 bis 
40 ccm betragt und die auf 60 bis 70° erwirmte Lésung mit n/50 KMnQ,- 
Losung titriert. Der prozentuale CaO-Gehalt des untersuchten Tabaks 
kann aus dem Resultat der Titrierung nach folgender Forme] berechnet 
werden: 
CaO °, 1,122 .a 
a zur Titrierung gebrauchte Kubikzentimeter n 50 KMnO,-Losung 
(1 cem 0.401 mg Ca 0,561 mg CaQ). 


Nach der beschriebenen mikrotitrimetrischen Methode haben wir 
das Calcium in 15 Tabakmustern bestimmt, die gewonnenen Resultate 
sind in der Tabelle LI] zusammengefaBt, in welcher auch die Resultate 
der zur Kontrolle der Mikromethode durchgefiihrten gravimetrischen 
Calciumbestimmungen! angefiihrt sind. 


Tabelle 111. 





CaO 
———— Ca- 
Nr. Mikrotitrimetrisch Makrogravimetrisch Differenz 
bestimmt bestimmt 
( 0 0 0 0 0 
1 4,36 4,43 0,07 
2 4,70 4,55 + O15 
i 5,74 5,64 0,10 
4 5,76 5,68 L 0.08 
5 6,00 5,90 0,10 
6 6,32 6,24 0,08 
7 6,27 6,25 L 0,02 
8 6,34 6,28 0,06 
y 6,35 6,44 — O19 
10 6,55 6,67 - 0,12 
11 7,28 7,18 0,10 
12 7,16 7,28 0,12 
13 7,47 7,37 + 0,10 
14 7,59 7,57 + 0,02 
15 8.75 8.73 - 0,02 


. 3 


Aus der Tabelle III ist ersichtlich, dab die mikrotitrimetrischen und 
makrogravimetrischen CaO-Werte sehr gut tibereinstimmen; es kann 
demnach die angegebene mikrotitrimetrische Methode zur Bestimmung 
des Calciumgehalts des Tabaks ruhig empfohlen werden. 

1 Es wurde bei der gravimetrischen Bestimmung die Asche von 2g 
Tabak in HCI gelést, die Kieselsiure, sodann das Eisen und Aluminium 
(als basische Acetate) auf iibliche Weise gefallt und in dem essigsauren 
Filtrat das Ca (ohne vorherige Fallung der Phosphorsaéure) nach Winkler 
als Calciumoxalat + H,O bestimmt. 


99 * 
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Bestimmung des Chlors. 


Zur titrimetrischen Bestimmung des Chlors in pflanzlicher Asche 
zeigte sich die schon seit langem bekannte Volhardsche Methode als die 
geeignetste. Nach dieser Methode geschieht die Bestimmung derartig, daB 
zu der Chlor enthaltenden, mit HNO, angeséuerten Lésung n/10 AgN O,- 
Lésung im UberschuB8 hinzugegeben und das nicht verbrauchte Silber (ohne 
Filtrieren des AgCl) in Gegenwart von Ferrisalz als Indikator mit n/10 
Alkalirhodanatlésung zuriicktitriert wird. Mit der Untersuchung und Aus- 
probierung der Volhardschen Methode befaBten sich viele Forscher!. Diese 
Untersuchungen fiihrten zu dem Resultat, daB bei der Titrierung nicht 
nur das AgNO, sondern auch das AgCl Rhodanat verbraucht [auf Wirkung 
des Silberchlorids entfarbt sich das Fe(SCN),], und. demzufolge bekommt 
man niedrigere Chlorwerte. Die Abweichung bleibt bei gréBerer Chlormenge 
(wo man n/10 AgNO,-Lésung gebraucht und dieselbe in gréBerem Uber- 
schuB anwendet) innerhalb der Versuchsfehlergrenzen, aber bei kleineren 
Chlormengen (wo man verdiinntere AgNO,-Lésung gebraucht) ist sie 
schon wesentlicher, man kann sie nicht auBer acht lassen, und infolge- 
dessen fiihrt Drechsel? die Bestimmung so durch, daB er das Ag Cl abfiltriert 
und das Filtrat mit Rhodanatlésung titriert. Nach Rothmund und Burg- 
staller? kann das Filtrieren des Silberchlorids vermieden werden, wenn 
man den Silberchloridniederschlag (vor der Titrierung mit Rhodanatlésung) 
sich zusammenballen laBt, das Rhodanat wirkt némlich auf das zusammen- 
geballte AgCl weniger. Die schnelle Zusammenballung des AgCl kann auf 
zweierlei Art erreicht werden. Die Lésung wird nach Zugabe des AgNO, 
aufgekocht oder mit Ather zusammengeschiittelt. _Das Zusammenschiitteln 
mit Ather beférdert wesentlich die Klarung der vom AgC]l triiben Lésung 
und die Zusammenballung des Niederschlags. 


Da die Beobachtungen genannter Verfasser sich auf gréBere 
Chlormengen beziehen, schien es notwendig, Untersuchungen durch- 
zufiihren, um zu erfahren, auf welchem Wege mit der Volhardschen 
Titrierung kleine Chlormengen genau bestimmt werden kénnen. Die 
Untersuchungen haben wir in drei Richtungen auf folgende Weise 
durchgefiihrt. 


a) Zu je 20cem genau bekannten Chlormengen (2 bis 15 mg Cl) als 
NaCl enthaltenden und mit HNO, angesaéuerten Lésungen wurden je 
25 cem n/50 AgNO,-Lésung (= 17,728 mg Cl) hinzugegeben und das iiber- 
schiissige AgNO, unter Zugabe von je l ccm gesattigter Ferriammonium- 
sulfatlésung mit n/50 NH,SCN-Lésung titriert. 

b) Genau so wie unter a), mit dem Unterschied, daB nach Zugabe 
der AgNO,-Lésung noch je 10cem Ather hinzugegeben (die den Nieder- 
schlag enthaltende Lésung wurde mit Ather gut durchgeschiittelt) und 
sodann mit Rhodanat titriert wurde. 

c) Es wurden je 20 cem Chlor enthaltende Lésungsmengen [wie unter 
a)] in einen 50-cem-Me8kolben pipettiert, je 25cem n/50 AgNO,- 


1 Literatur s. V. Rothmund und A. Burgstaller, Zeitschr. f. anorg. 
Chem. 63, 330, 1909. 

2 E. Drechsel, Zeitschr. f. analyt. Chem. 16, 351, 1877. 

3 V. Rothmund und A. Burgstaller, 1. c. 
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Lésung hinzugegeben, gut durchgemischt, bis zur Marke gefiillt, durch 
ein trockenes Filter in einen trockenen Kolben filtriert und je 25 cem 
des Filtrats mit n/50 NH,SCN-Lésung titriert. 

Beziiglich der Anwendung des Athers fanden wir, daB zwischen den 
Resultaten der mit und ohne Ather durchgefiihrten Titrierungen keine 
wesentliche Differenz war', weshalb wir in der Tabelle IV die Ergebnisse 
der in Gegenwart von Ather durchgefiihrten Titrierungen weggelassen 
haben. 


Tabelle IV. 





Gefundenes Chior in ©, des 


Chlorgehalt cl berechneten Chlors 
der Unter- ee — oa . . — 

Nr. suchungs- Ohne Dureh 

lésung Abfiltrieren Abfiltrieren Ohne Durch 
des AgCl des AgCl Abfiltrieren Abfiltrieren 
° des AgCl des AgCl 

mg mg mg 
1 2,09 1,99 2,12 95,2 101,4 
2 3,14 3,07 3,16 97,8 100,6 
3 4,18 3,90 4,18 93,3 100,0 
4 5,22 5,15 5,22 98,6 100,0 
5 6,27 6,06 6,25 96,6 99,6 
6 7,32 7,10 7,28 9.9 — 99,4 
7 8,36 8,04 8,34 96,1 99,7 
8 9,41 9,16 9,37 97.3 99,5 
9 10,45 10,12 10,30 96,8 98,5 
10 11,50 11,20 11,25 97,3 97,8 
11 12,54 12,11 12,27 96,5 97,7 
12 13,59 13,12 13,28 96.5 97,7 
13 14,63 14,20 14,38 97,0 98,2 
14 15,68 15,07 15,37 96,1 98.0 


Aus den Daten der Tabelle IV ist ersichtlich, daB die Resultate der 
ohne Abfiltrieren des AgCl durchgefihrten Titrierungen in jedem 
Falle niedriger sind als die berechneten Werte. Die durch Filtrieren des 
AgCl und durch Titrierung des Filtrats gewonnenen Cl-Werte im 
Falle von 2,09 bis 9,40 mg Chlor stehen schon nahe genug zu den be- 
rechneten Werten, bei Chlormengen von 10,45 bis 15,68 sind aber die 
Abweichungen schon gréBer, was so erklarlich ist, daB der Silbernitrat- 
iiberschuB, welcher das Auflésen des AgCl zuriickdringt, durch die 
Erhéhung des Chlorgehalts der Untersuchungslésungen abnimmt. 
Auf Grund unserer Untersuchungen ergibt die Volhardsche Methode im 
Falle von kleinen Chlormengen (unter Umstanden von 20 ccm Unter- 
suchungslésung + 25 cem n/50 AgNO,-Lésung + 5 ccm Wasser) 
nur dann gute Resultate, wenn die Titrierung durch Abfiltrieren des 
AgCl durchgefiihrt wird und die Untersuchungslésung zwischen 


! Dieser Umstand findet gewiB in den angewendeten kleinen Chlor- 
mengen seine Erklarung. Rothmund u. Burgstaller fiihrten ihre Unter- 
suchungen mit gréBere Chlormengen enthaltenden Lésungen (das wenigste 
waren 35,45 mg Cl) aus. 
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2 und 9 mg Cl enthalt. Wir wollen noch bemerken, da unsere Unter- 
suchungen, wenn wir durch Anwendung von verdiinnterer (n/100) 
AgNO,-Lésung weniger als 2 mg Cl mit der Volhardschen Methode zu 
bestimmen probierten, keine annehmbaren Resultate ergaben. 


Wenn wir den Chlorgehalt in Pflanzenobjekten durch Verbrennung 
bestimmen wollen, miissen wir mit dem Umstand rechnen, daB8 die auch 
bei niedrigerer Temperatur durchgefiihrte gew6hnliche Verbrennung mit 
bedeutendem Chlorverlust verbunden ist, dessen Griinde aber noch nicht 
vollkommen entdeckt sind. Abgesehen von der Verfliichtigung der Alkali- 
chloride kann der Chlorverlust nach einzelnen Verfassern! darin seine 
Erklarung finden, daB die Kohle bei der Verbrennung auf die Schwefel- 
und Phosphorverbindungen reduzierend wirkt und die entstandene Schwetel- 
und Phosphorséure aus den Chloriden Salzsiure frei machen. Nach Filippo 
und Adriani? kann der Chlorverlust eher darauf zuriickgefiihrt werden, 
daB die Kohle selbst auf das Chlorid einwirkt, und zwar verwandeln sich 
bei der Verbrennung auf die Wirkung der Kohle die Chloride teilweise 
in Carbonate (in Kochsalzlésung eingeweichtes Filtrierpapier hinterlaBt 
nach Verbrennung eine von Na,CO, stark alkalisch reagierende Asche). 
Bruckhausen*® beobachtete, daB bei Verbrennung der Kochsalz enthaltenden 
Starke und des Zuckers (es entsteht bei der Verbrennung der Kohlen- 
hydrate viel Kohle) der Chlorverlust 99°, und die zuriickgebliebene Asche 
stark alkalisch ist. Nach diesen Untersuchungen kann besonders die Ver- 
brennung der kohlenhydratreichen pflanzlichen Objekte mit groBem Chlor- 
verlust verbunden sein. 


Man pflegt zur Vermeidung des Chlorverlustes die Verbrennung in 
Gegenwart von alkalischen Substanzen [Na,CO,, Ca(OH),, Mg(OH), usw. ] 
durchzufiihren. Zu diesem Zwecke empfiehlt Weitzel das Ca(OH), als das 
geeignetste. Roberts bestimmt den Chlorgehalt des Tabaks so, daB er 
das Tabakpulver mit Na,CO,-Lésung durchfeuchtet, nach Trocknen bei 
schwach rotem Glithen verkohlt, die verkohlte Substanz mit Wasser aus- 
laugt, die nach Verbrennung der Kohle gewonnene Asche in HNO, lost 
und das Chlor in der vereinigten wiisserigen und salpetersauren Lésung 
bestimmt. Samtliche Verfasser, die den bei der Verbrennung stattfindenden 
Chlorverlust untersuchten, stimmen darin tiberein, daB der Chlorverlust 
selbst bei in Gegenwart von alkalischen Substanzen erfolgter Verbren- 
nung nicht vollkommen vermieden, sondern nur vermindert werden 
kann. So kann z. B. nach Weitzel der Chlorverlust auf 0,5 bis 0,6°, ver- 
mindert werden; Bruckhausen fand, daB bei der Verbrennung von Chlor 
enthaltenden Kohlenhydraten der Chlorverlust auch in Gegenwart von 
Na, CO, 13 bis 15% ausmacht (ohne Na,CQ, ist er 99°). 


Zur Aufklarung dessen, mit welch groBem Chlorverlust die Ver- 
brennung des Tabaks verbunden ist, haben wir folgende Versuche 
durchgefiihrt. 


1 4. Weitzel, Zeitsch’. f. analyt. Chem. 65, 59, 1924/25; J. Drost, 
Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 49, 332, 1925. 

2 J. D. Filippo u. W. Adriani, ebendaselbst 51, 374, 1926. 

3 W.v. Bruckhausen, ebendaselbst 54, 485, 1927. 

4 R. Kissling, |. ¢. 8S. 92. 
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Es wurden je 10g chlorarmes Tabakpulver nur mit NaCl-Lésung 
(von bekanntem Chlorgehalt) bzw. noch mit je 20cem 10°,iger Na,CO,- 
Lésung vermischt und nach Trocknung auf die oben beschriebene Weise 
(nach Roberts) verbrannt und das Chlor in der Asche gravimetrisch (Ag Cl) 
bestimmt. Die Resultate der Versuche sind in der Tabelle V zusammen- 
getaBt. 

Tabelle V. 





Cl-Gehalt des Tabak- In der Tabakasche Cl-Verlust 
pereere gefundener Cl-Gehalt aie Art der Verbrennung 
mg mg 05 
52,3 45.6 12.8 | ; 
f; : Q” 2 Nagl Oz 
104,5 96,1 8.0 Ohne Nag Oz 
52,3 51,3 1,9 a 
"7 ” Mit Na CO, 
104,5 101.7 ° 27 | lit Na,CO, 


Aus den Daten der Tabelle V ist ersichtlich, daB die Verbrennung 
des Tabaks ohne Na,CO, mit 8 bis 12,8°,, Chlorverlust verbunden ist, 
was anderen Daten gegeniiber (bei Verbrennung von chlorhaltigen 
Kohlenhydraten ist der Chlorverlust 99 °,,) niedrig ist, was damit erklart 
werden kann, daB die fermentierten Tabake Zucker oder Starke héchstens 
nur in Spuren enthalten. Wurde die Verbrennung mit Na,CO, durch- 
gefiihrt, so konnte der Chlorverlust auf 1,9 bis 2,7°., (im Mittelwert auf 
2,3 °.,) herabgedriickt werden, was auf den prozentuellen Chlorgehalt des 
Tabaks umgerechnet bei den héher chlorhaltigen (5°,,) Tabaken rund 
nur um 0,1 °,, weniger Chlor bedeutet. Es hat also der Chlorverlust, welcher 
sich bei der mit Na,CQO, erfolgten Verbrennung des Tabaks zeigt, 
von praktischem Standpunkte aus gar keine Bedeutung. 


Nach unseren Untersuchungen ist es bei der Bestimmung des 
Chlorgehalts der Tabake viel zweckmiaBiger, beim Verbrennen statt 
Na,CO, MgO zu verwenden. Das mit MgO innig durchgemischte 
Tabakpulver verbrennt leicht, wahrend bei der Na,CO,-Verbrennung 
das schmelzende Na,CO, die Kohlenteilchen tiberzieht, weshalb die 
Kohle schwer und nur durch Auslaugen mit Wasser verbrannt werden 
kann. Der bei der MgO-Verbrennung entstandene Chlorverlust stimmt 
mit dem Wert tiberein, welchen wir bei der Verbrennung mit Na,CO, 
gefunden haben (Tabelle V), kann also praktisch auch vernachlassigt 
werden. 

Auf Grund unserer Untersuchungen kann zur Bestimmung des Chlor- 
gehalts der Tabake die unten folgende Mikromethode empfohlen werden. 


Es werden von dem Untersuchungstabakpulver in einer Platinschale 
2 g abgewogen, 1 g MgO, 8 bis 10 cem Wasser hinzugegeben und gut durch- 
gemischt. Der gewonnene diinne Brei wird auf dem Wasserbad eingetrocknet 
und nachher auf einer Asbestplatte mit kleiner Flamme verbrannt. Die 
Verbrennung nimmt 10 bis 15 Minuten in Anspruch, nachher bleibt eine 
vollkommen weiBe Asche zuriick, welche mittels etwa 10 ccm verdiinnter 
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HNO, in Lésung gebracht wird; die Lésung wird in einen 50-ccn-MeB- 
kolben iibergefiihrt und die Platinschale mit einigen Kubikzentimetern 
Wasser nachgewaschen. Zu der Lésung werden 25 ccm n/50 Ag N O,-Lésung 
hinzugelassen, gut durchgeschiittelt, bis zur Marke aufgefiillt und durch ein 
trockenes Filter in einen trockenen Kolben filtriert. Aus dem Filtrat 
werden 25ccm entnommen, und nach Zugabe von 1 ccm konzentrierter 
Ferriammoniumsulfatlé6sung wird mit n/50 Ammoniumrhodanatlésung 
titriert. Aus dem Resultat der Titrierung kann der prozentuale Chlor- 
gehalt des untersuchten Tabaks nach folgender Formel berechnet werden: 
__ 0,70914 (12,5 — a) 

A 10 

a= zur Titrierung gebrauchte Kubikzentimeter n/50 NH,SCN-Lésung 
(1 cem 0,70914 mg Cl). 

Wenn der Chlorgehalt des zur Untersuchung abgewogenen Tabaks 
iiber 0,4°% ist (= 8 mg Cl), dann wird die in den 50-cem-MeBkolben ge- 
gossene salpetersaure Aschenlésung bis zur Marke aufgefiillt und aus dieser 
Lésung zur Chlorbestimmung so viel Kubikzentimeter entnommen, daB die 
Chlormenge zwischen 2 bis 9 mg betragt. Die Untersuchungslésung wird 
in einen 50-cem-MeBkolben pipettiert, mit verdiinnter HNO, auf etwa 
20cem erginzt, 25cem n/50 AgNO,-Lésung hinzugegeben und weiter 
auf die schon erwahnte Weise verfahren. In diesem Falle kann der pro- 
zentuale Chlorgehalt des Tabaks nach folgender Formel berechnet werden: 
70,914 (12,5 — a) 

5.40 
6b = zur Bestimmung gebrauchte Aschenlésung in Kubikzentimetern. 

In der Tabelle VI teilen wir die Resultate der mit 15 Tabakmustern 
durchgefiihrten mikrotitrimetrischen Chlorbestimmungen mit, zu deren 
Kontrolle gravimetrische Chlorbestimmungen (von je 10 g Tabak 
ausgehend) durchgefiihrt wurden. 


Cl % 


4 O/ 
Cl /O 


Tabelle VI. 








Cl 
Nr. Mikrotitrimetrisch | Makrogravimetrisch Cl-Differenz 
bestimmt bestimmt 
%o ° 0 ° 0 
1 0,13 0,11 + 0,02 
2 0,14 0,11 + 0,03 
3 0,15 0,12 + 0,03 
4 0,20 0,17 + 0,03 
5 0,26 0,22 + 0,04 
6 ‘ 0,33 0,33 0 
7 0,39 0,37 + 0,02 
8 0,41 0,38 +. 0,03 
9 0,47 0,45 + 0,02 
10 0,59 0,57 + 0,02 
11 0,71 0,68 + 0,03 
12 0,96 0,95 + 0,01 
13 1,15 1,12 + 0,08 
14 1,16 1,14 + 0,02 
15 1,19 1,24 + 0,05 
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Die in der Tabelle VI mitgeteilten Resultate sprechen dafiir, 
daB der Chlorgehalt des Tabaks nach der durch uns ausgearbeiteten 
mikrotitrimetrischen Methode, praktischen Forderungen Geniige leistend, 
bestimmt werden kann. Der Umstand, dab die Mikrowerte einige 
Hundertstel Prozent (maximal 0,05°,,) héher sind, ist vielleicht so 
erklarlich, daB der Chlorverlust bei der Verbrennung des zur Mikro- 
bestimmung genommenen (2 g) Tabakpulvers kleiner ist als im 
Falle der zur Makrobestimmung gebrauchten gréBeren (10 g) Menge 
Tabaks. 

Bestimmung des Phosphats. 

Wenn wir den in den Pflanzen vorhandenen Phosphor (organischer 
und anorganischer Phosphor) in der Asche bestimmen wollen, miissen wir 
nach Vorschrift gréBerer Handbiicher'! das Pflanzenmaterial in Gegen- 
wart irgendeiner alkalischen Substanz verbrennen, da die direkte Ver- 
brennung mit Phosphorverlust verbunden ist (die Kohle reduziert das 
Phosphat). Hingegen geht aus den Untersuchungen von Beistle? so- 
wie von Sherman? hervor, daB die in den verschiedenen pflanzlichen 
und tierischen Substanzen durch die direkte Verbrennung und durch 
Schmelzen mit KOH + KNO, bestimmten Phosphormengen mitein- 
ander gut iibereinstimmen. Jiingst fanden Ernst und Barasits*, daB auch 
bei der Verbrennung der Muskulatur (im elektrischen Muffelofen) kein 
Phosphatverlust stattfindet, sondern nur das Orthophosphat sich in Meta- 
bzw. Pyrophosphat verwandelt. Nach unseren Untersuchungen tritt bei 
der direkten Verbrennung des Tabaks auch kein Phosphatverlust ein, es ist 
aber zweckmaBig, die Verbrennung in Gegenwart von MgO durchzufiihren, 
denn auf diese Weise verlauft die Verbrennung rascher und kann bei 
niedrigerer Temperatur durchgefiihrt werden, welch’ letzterer Umstand 
die Umwandlung des Orthophosphats in Meta- bzw. Pyrophosphat aus- 
schlieBt. Die zur titrimetrischen Bestimmung des Phosphats am haufigsten 
angewendete Newmannsche Methode 4 hat jiingst Samson® zur Mikromet hode 
ausgearbeitet und dadurch zur Bestimmung sehr kleiner Phosphatmengen 
(0,01 bis 0,15 mg Phosphor) geeignet gemacht. Laut unseren Unter- 
suchungen wird die Neumann-Samsonsche Methode auf folgende Weise 
zur Bestimmung des Phosphatgehalts des Tabaks angewendet: 

Es werden zu 0,25g Tabakpulver etwa 0,2 g Mg O und einige Kubikzenti- 
meter Wasser hinzugegeben, gut durchgemischt und nach dem Trocknen 
verbrannt. Die Asche wird in verdiinnter HN O, gelést, die Lésung in einen 
25-cem-MeBkolben iibergefiihrt, bis zur Marke aufgefiillt und aus dieser 
Lésung 1,5 eem (= 15 mg Tabak) in ein Zentrifugenrohr pipettiert (wenn der 
Tabak mehr als 1° P,O,; enthalt, so nehmen wir | bis 0,5 cem zur Bestim- 
mung). Die Lésung in dem Zentrifugenrohr wird unter Schiitteln mit 1,5 cem 


1 E. Abderhalden, Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Abt. 1, Teil 3, 
S$. 672, 1921; J. Kénig, Die Untersuchung landwirtschaftlich wichtiger 
Stoffe, 5. Aufl., 1, 312, 1923. 

2 Referate in der Zeitschr. f. analyt. Chem. 48, 185, 1904. 

3 BE. Ernst u. J. Barasits, diese Zeitschr. 209, 438, 1929. 

4 A. Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 115, 1902/03; 48, 32, 
1904/05; J. P. Gregersen, ebendaselbst 538, 453, 1907. 

5 K. Samson, diese Zeitschr. 208, 230, 1929. 
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salpetersaurer Ammoniumnitratl6sung! vermengt, sodann lccm 10° ige 
Ammoniummolybdatlésung hinzugegeben und mit einem diinnen Glasstab 
energisch durchgemischt. Bei der Zugabe der Molybdatlésung scheidet 
sich ein weiBer Niederschlag aus, welcher sich jedoch rasch auflést: nach 
einer 10 bis 15 Sekunden dauernden Mischung beginnt die Lésung sich 
wieder zu triiben (mit einer gelblich-griinen Farbe), dann wird der Glasstab 
entfernt und das Zentrifugenrohr bis zum anderen Tage auf warmem Platze 
stehengelassen. Sodann 1la8t man in das Zentrifugenrohr 1 bis 2 ccm 1 ©,ige 
KNO,-Lésung tropfen und zentrifugiert den Niederschlag ab (mit der 
Handzentrifuge setzt sich der Niederschlag nach einem Zentrifugieren 
von 2 bis 3 Minuten gut ab). Die tiber dem Niederschlag stehende Fliissig- 
keit wird auf die schon bekannte Weise abgesaugt und der Niederschlag 
zwei- bis dreimal mit 5 cem 1 ©,iger Kaliumnitratlésung (ohne starkeres Auf- 
wirbeln) ausgewaschen (das Auswaschen ist beendet, wenn die Wasch- 
fliissigkeit nicht mehr sauer reagiert). Dann werden zum ausgewaschenen 
Niederschlag 4cem n 50 NaOQH-Lésung hinzugegeben, in welcher sich 
der Niederschlag mittels Schiittelns auflést, die vollkkommen klargewordene 
Lésung wird mit 0.5 ccm Formaldehydlésung? vermischt und der UberschuB 
der Lauge mit n/50 HCl-Lésung zuriicktitriert. Die Titrierung wird so 
durchgefiihrt, daB die Mischung der 4cem NaOH- und 0,5 cem Form- 
aldehydlésungen auch separat titriert wird (Blindtitrierung), wodurch 
sich jener Fehler eliminiert, welchen der eventuelle Carbonatgehalt det 
NaOH-Lésung verursachen kénnte. Aus den Resultaten der Titrierung 
kann der prozentuale P,O,-Gehalt des Tabaks nach folgender Formel 
berechnet werden: 
5.96 (a — b) 


) 0 = 
P, Os, %o ~ 10 


a zur Blindtitrierung verbrauchte Kubikzentimeter n/50 HCl-Lésung 
(leem = 0,0221 mg P = 0.0506 mg P,9O,), 
b zur Zuriicktitrierung verbrauchte Kubikzentimeter n 50 HCl-Lésung, 


c zur Bestimmung gebrauchte Aschenlésung in Kubikzentimetern. 


Nach der geschilderten Mikromethode haben wir das Phosphat in 
15 Tabakmustern bestimmt. Die gewonnenen Resultate sowie die 
Daten der zur Kontrolle durchgefiihrten makrogravimetrischen® 
Bestimmungen sind in der Tabelle VII zusammengefaBt, woraus er- 
sichtlich ist, daB die mikrotitrimetrische Methode zur Bestimmung des 
Phosphatgehalts der Tabakasche mit gutem Resultate gebraucht 
werden kann. 


1 200g Ammoniumnitrat werden in etwa 400ccm Wasser gelést, 
130 cem konzentrierte Salpeterséure (50 °,ig) hinzugegeben und mit Wasser 
auf 600 ccm aufgefiillt. 

2? 20 cem Formalin + 50 cem Wasser + 1 cem 1 ®,ige Phenolphthalein- 
lésung — n/10 NaOH-Lésung bis zur schwachen Rosafarbung und mit 
Wasser auf 100 ccm erganzt. 

3 Die makrogravimetrische Bestimmung erfolgte in der Asche von 
je 2g Tabak nach Woy (Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 11. Aufl., 
3, 37, 1923). 








g 
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Tabelle VII. 





P.O 
Nr Mikrotitrimetrisch Makrogravimetrisch P2 O5-Differenz 
bestimmt bestimmt 
O/ 0), 
1 0,46 0.45 + 0.01 
2 0,42 0,43 —0.01 
3 0.48 0.48 0 
4 0,50 0.53 — 0,03 
5 0,59 0,57 0.02 
6 0,55 0.57 0.02 
7 0,63 0,63 0 
8 0,59 0,60 0.01 
y 0,65 0,64 0,01 
10 066 0,65 + 0,01 
11 0,59 0.65 0.06 
12 0,67 0,66 + 0,01 
13 0,70 0.69 0,01 
14 0,66 0.71 — 0,05 
15 0,67 0,72 — 0.05 


Bestimmung des Sulfats. 

Der in den Pflanzen hauptsachlich in organischer Form vorhandene 
Schwefel bleibt nach der Verbrennung in der Asche als Sulfatschwefel 
zuriuck. Beziiglich dessen, mit welch groBem Schwefelverlust die 
Verbrennung verbunden ist und mit welchem Verbrennungsverfahren 
der Verlust auf das Minimum herabgesetzt werden kann, haben Beistle! 
wie auch Sherman! eingehende Untersuchungen durchgefiihrt. Aus 
diesen Untersuchungen ist ersichtlich, daB die direkte Verbrennung der 
pflanzlichen Substanzen mit groBem Schwefelverlust verbunden ist 
(67 bis 92°,,), und von den verschiedenen Verbrennungsmethoden ergab 
das Schmelzen mit KOH + K NO, die héchsten Ergebnisse. Wir haben 
ahnliche Untersuchungen auch mit Tabak durchgefiihrt (je 5 g Tabak 
wurden verbrannt bzw. mit KOH + KNO, zusammengeschmolzen und 
das Sulfat in der salzsauren Lésung der Tabakasche bzw. in dem 
Schmelzprodukt als BaSO, bestimmt) und die in der Tabelle VIII 
dargestellten Ergebnisse gewonnen. 


Tabelle VIII. 





SO, in der Asche | SO, durch Schmelzen mit 


Nr. bestimmt KOH + KNOg bestimmt 
0 0 0 

1 1,16 1,31 

2 0,90 1,17 

3 1,03 1,13 
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Laut den Daten der Tabelle VIII ist die direkte Verbrennung des 
Tabaks bei weitem nicht mit solch groBem Schwefelverlust verbunden, 
wie es die oben erwahnten Verfasser bei anderen pflanzlichen Substanzen 
beobachteten, was aus der stark alkalischen Eigenschaft der Tabakasche 
erklarlich ist. 

Nach unseren Untersuchungen ergibt die Sulfatbestimmung in der 
Tabakasche mit dem durch das Schmelzen mit KOH + KNO, ge- 
wonnenen Wert ein gut iibereinstimmendes Resultat, wenn wir die Be- 
stimmung auf die unten angegebene Weise durchfiihren. Beim Auf- 
lésen der Tabakasche in HCl konnte man H,S-Geruch beobachten, was 
so erklarlich ist, da bei der Verbrennung die Kohle das Sulfat teil- 
weise zum Sulfid reduziert, und dadurch tritt bei der Sulfatbestimmung 
ein Sulfatverlust ein. Dieser Verlust kann so vermieden werden, 
daB das in der Tabakasche vorhandene Sulfid vor dem Auflésen der 
Asche in Salzsiure — zum Sulfat oxydiert wird. Zu diesem Zwecke wird 
die Asche mit ammoniakalischer H,O,-Lésung durchfeuchtet, auf dem 
Wasserbade eingetrocknet und sodann in Salzséure gelést. So ver 
fahrend haben wir bei der Auflésung der Asche in Salzséure keinen 
H,S-Geruch wahrgenommen und bekamen bei den untersuchten 
Tabaken hoéhere Sulfatwerte (1,28, 1,11, 1,08°,, Sulfat), welche mit den 
durch das Schmelzen mit KOH-+ KNO, gewonnenen Werten 
(Tabelle VIII) gut iibereinstimmen. Auf Grund dessen kénnen wir 
behaupten, daB die direkte Verbrennung des Tabaks mit keinem 
Schwefelverlust verbunden ist. 

Zur titrimetrischen Bestimmung des Sulfats in der Tabakasche zeigte 
sich die von Miiller! stammende Benzidinmethode als die geeignetste, 
welche auch bei Bestimmung des Sulfats des Harns Anwendung 
findet?. Die Sulfatbestimmung nach der Benzidinmethode beruht darauf, 
da8B auf Wirkung des salzsauren Benzidins das Sulfat sich laut folgender Glei- 
chung: C,.H,(NH,),. 2 HCl + Na,SO, = C,.H,(NH,),- H,SO, + 2 NaCl 
als im Wasser schwer lésliches Benzidinsulfat abscheidet: im Filtrat wird 
aus der Verminderung des mit NaOH direkt titrierbaren Salzsiéuregehalts 
der zur Fallung des Sulfats gebrauchten salzsauren Benzidinlésung das 
Sulfat bestimmt. Diese Methode hat Raschig* derart modifiziert, daB 
er das abfiltrierte Benzidinsulfat mit Wasser kocht und die durch die 
Hydrolyse des Benzidinsulfats frei gemachte Schwefelséure titriert. 

Zur Untersuchung dessen, ob bei kleinen Sulfatmengen die direkte 
oder die indirekte Benzidinmethode bessere Resultate gibt, haben wir 
einige Bestimmungen mit genau bekannte Na,SO,-Mengen enthaltenden 
Lésungen durchgefiihrt. Beim indirekten Verfahren wurden zu der in 
einen 50-ccem-MeBkolben gegebenen Na,SO,-Lésung 5 cem salzsaure Ben- 


1 W.J. Miller, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 35, 1587, 1902; W.J. 
Miiller u. K. Diirkes, Zeitschr. f. analyt. Chem. 42, 477, 1903. 

2 L. Pincussen, Mikromethodik, 3. Aufl., 8S. 24, 1925. 

3 F. Raschig, Zeitschr. f. analyt. Chem. 48, 112, 1904. 
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zidinlésung! (der n/100 NaOQH-Verbrauch der Lésung war bekannt) hinzu- 
gegeben, gut durchgeschittelt, bis zur Marke aufgefiillt, abfiltriert und 
20 ccm des Filtrats mit n/100 NaOH in Gegenwart von Phenolphthalein 
titriert. Es wurden bei der direkten Bestimmung zu den in ein Zentrifugen- 
rohr abgemessenen 5 ccm Natriumsulfatlésung 5 ccm salzsaure Benzidin- 
losung hinzugegeben, der Gehalt des Rohres mit einem diinnen Glasstab 
griindlich durchgemischt und nach 10 Minuten das abgeschiedene Benzidin- 
sulfat abzentrifugiert (mit der Handzentrifuge setzt sich der Niederschlag 
nach 5minutigem Zentrifugieren gut ab). Die Fliissigkeit wird von dem 
Niederschlag abgesaugt und nach dem schon erwahnten Verfahren dreimal 
mit je 5cem Benzidinsulfatl6sung? ausgewaschen. Der ausgewaschene 
Niederschlag wird mit wenig Wasser in einen 100-cem-Erlenmeyerkolben 
iibergefiihrt und nach Kochen mit n/100 NaOQH-Lésung mit Phenol- 
phthalein als Indikator (5 Tropfen 1 °,iger Phenolphthaleinlésung) titriert. 
Die Resultate der Bestimmungen enthalt die Tabelle LX. 


Tabelle 1X. 











Abgewogenes SO, durch indirektes Titrieren | SO, durch direktes Titrieren 
Nr. 50, : Differenz asl wes ig ’Differenz 
mg ms mg ms mg 
1 0,43 0,48 + 0,05 0,39 =, 0,04 
2 0,86 0,84 — 0,02 0,84 — 0,02 
3 1,29 1,56 + 0,27 1,32 + 0,03 
4 2,15 2,04 — 0,11 2,10 0,05 
5 4,30 4,49 + 0,19 4,28 0,02 


Aus den Daten der Tabelle IX ist ersichtlich, daB bei der Be- 
stimmung kleiner Sulfatmengen das direkte Benzidinverfahren bessere 
Resultate gibt. Nach den Beobachtungen von Miiller, Raschig und 
Knorre® wirkt bei der Benzidinmethode die Gegenwart von Ferrieisen 
(speziell FeCl,) storend, weshalb das Ferrieisen zuerst abzuscheiden oder 
zu reduzieren ist (Ferroeisen wirkt nicht stérend). Raschig empfiehlt zu 
diesem Zwecke die Anwendung von Hydrazinchlorhydrat. | Dem- 
gegeniiber stellten Friedheim und Nydegger* fest, daB das Ferrieisen, 
wenn auf ein Molekiil SO, weniger als zwei Atome Eisen fallen, nicht 
stért, und so ist es nicht notwendig, vorerst zu reduzieren. Zu ahnlichen 
Resultaten fiihrten auch unsere Untersuchungen; es kann also das 


1 2¢ Benzidin (Merck) werden mit wenig Wasser zerrieben, mit Wasser 
in einen 1000-cem-MeBkolben iibergefiihrt, 2,5 cem konzentrierte HCl (1,19) 
hinzugegeben, gut durchgeschiittelt und mit Wasser bis zur Marke auft- 
gefiillt. Wenn die Lésung triibe ist, dann wird filtriert und das Filtrat 
zur Sulfatbestimmung angewendcet. 

2 lg Benzidinsulfat wird mit 1 Liter Wasser gut durchgeschiittelt, 
abfiltriert und zum Filtrat noch | Liter Wasser gegeben. 

3 G. Knorre, Zeitschr. f. analyt. Chem. 45, 776, 1906. 

4 O. Nydegger, Chem. Ztg. 52, 318, 1928. 
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Sulfat in der Eisen enthaltenden Tabakasche mit dem Benzidinverfahren 
ohne Reduzierung des Ferrieisens bestimmt werden. 


Auf Grund des Gesagten wird die Bestimmung des Sulfats in der 
Tabakasche folgenderweise durchgefiihrt : 

Es witd von dem Untersuchungstabakpulver | g in einer Platinschale 
verbrannt, die Asche mit 1 cem 10 °,igem Ammoniak und mit 1 cem 3 ©, iger 
H,O,-Lésung durchfeuchtet, auf dem Wasserbad eingetrocknet und 
diese Operation wiederholt. Sodann wird die Asche in der notwendigen 
Menge verdiinnter Salzséure aufgelést, in einen 25-cem-MeBkolben iiber- 
gefiihrt, mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt, filtriert und aus dem 
Filtrat 5cem (= 0,2 g¢ Tabak) in ein Zentrifugenrohr abgemessen. Die 
salzsaure Lésung wird in Gegenwart von Methylorange mit n/10 NaOQH- 
Lésung genau neutralisiert und die Bestimmung wie bei der direkten 
Bestimmung von kleinen Sulfatmengen auf die angegebene Weise durch- 
getiihrt. 

Aus den zu der Titrierung verbrauchten Kubikzentimetern n/100 
NaO H-Lésung kann der prozentuale Sulfatgehalt des Tabaks nach folgendet 
Formel berechnet werden: 

ng 
$0, % . a. = 


a zur Titrierung verbrauchte Kubikzentimeter n/100 NaOQH-Loésung 

(leem = 0,4803 mg SQ,). 

In der Tabelle X sind die Resultate der mit zwélf Tabakmustern 
durchgefiihrten mikrotitrimetrischen Sulfatbestimmungen zusammen- 
gefaBt. Zur Kontrolle der Mikrowerte wurde das Sulfat in der Asche 
(die Asche wurde mit H,O, oxydiert) gravimetrisch als BaSO, bestimmt. 
Die mitgeteilten Daten beweisen, daB die mikrotitrimetrische Benzidin- 
methode zur Bestimmung des Sulfatgehalts der Tabake mit gutem 
Erfolg gebraucht werden kann. 


Tabelle X. 





SO, 
Nr. Mikrotitrimetrisch Makrogravimetrisch 8 0,-Differenz 
bestimmt bestimmt 
C9 0 0 0 0 
1 0,69 0,79 — 010 
2 0,81 0,94 — 0,13 
3 0,80 0,89 — 0,09 
4 0,87 0,86 + 0.01 
5 0,90 0,95 — 0,05 
6 1,22 1,17 + 0,05 
7 1,24 1,21 + 0,03 
8 1,30 1,21 + 0,09 
9 1,34 1.35 — 0,01 
10 1,47 1,50 0,03 
11 1,60 1,59 + 0,01 


12 1,60 1,66 — 0,06 











an 
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Zusammenfassung, 

Die Kenntnis der K-, Ca-, Cl-, P,O;-, SOQ,-Mengen und der Alkali- 
tat in der Tabakasche hat hinsichtlich der Glimmfahigkeit des Tabaks 
groBe Bedeutung. 

Da die Bestimmung dieser Aschenbestandteile mit den gewohn- 
lich gebrauchten gravimetrischen Methoden (besonders wenn von 
Massenuntersuchungen die Rede ist) sehr langwierig und kostspielig ist 
(sie beanspruchen viel Chemikalien, Gas usw.), schien auch zu diesem 
Zwecke die Anwendung der mikrotitrimetrischen Methoden sehr be- 
griindet. Die bei den physiologischen Untersuchungen gebrauchten 
mikrotitrimetrischen Methoden (Kalium nach Aramer-Tisdall, Calcium 
oxydimetrisch, Chlor nach Volhard, Phosphat nach Neuwmann-Samson, 
Sulfat mit der Benzidinmethode bestimmt) kénnen mit Beriicksichtigung 
der von uns angegebenen Modalitaten zur Bestimmung der Bestandteile der 
von sehr kleinen Tabakmengen gewonnenen Tabakasche gut gebraucht 
werden. Die Mikrowerte stimmten in jedem Falle mit den nach gravi- 
metrischen Methoden (von gréBeren Tabakmengen ausgehend) ge- 


wonnenen Kontrollwerten gut iiberein. 


Einfache und schnelle mikroanalytische 
Tabakuntersuchungsmethoden. 


IV. Mitteilung: 
Vereinfachte mikrotitrimetrische Methode zur Bestimmung des Niecotins. 


Von 
J. Bodnar und Vitéz Ladislaus Nagy. 


(Aus der kgl. ung. Tabakversuchsstation in Debrecen.) 


(Eingegangen am 9. September 1930.) 


Mit der in unserer ersten Mitteilung! beschriebenen mikrotitri- 
metrischen Methode wird die Bestimmung des Nicotins im Tabak 
folgenderweise durchgefihrt. 

Es wird das Nicotin aus 1 g mit 1 eem alkoholischer Natronlauge ver- 
mischten Tabakpulvers mittels 20 cem Ather-Petrolather (1:1) gelést 
und in 1l0cem der abfiltrierten Lésung — nach der Austreibung des 
Ammoniaks mittels Luftstroms — das Nicotin mit n/100 HCl bzw. mit 
n/100 NaOH titriert. 

Beim Abfiltrieren der Ather-Petrolather-Nicotinlésung, besonders 
wenn die Luft des Laboratoriums warmer ist, kann sich Ather-Petrol- 
ather verfliichtigen, und zufolgedessen wird das in 10 cem (= 0,5 g 
Tabak) des Filtrats gefundene Nicotin nicht genau dem Nicotingehalt 
von 0,5 g, sondern von etwas mehr Tabak entsprechen; so kann der 
prozentuale Nicotingehalt des Tabaks hdéher ausfallen. Zur Unter- 
suchung des Versuchsfehlers, welchen die Verfliichtigung des Ather- 
Petrolathers verursachen kann, wurde das Nicotin in zehn Tabak- 
mustern (mit verschiedenem Nicotingehalt) mit der bisher gebrauchten 
mikrotitrimetrischen Methode (in 10 cem des Filtrats titriert) und 
parallel in 10 ccm (auspipettiert) der iiber dem abgesetzten Tabakpulver 
stehenden wasserklaren Ather-Petrolither-Nicotinlésung bestimmt. 


1 J. Bodnar, J. Straub u. V. L. Nagy, diese Zeitschr. 195, 103, 1928 
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Tabelle I. 





en Wittrat der Ather- Im auspipettierten 


Petro is Teile der Ather- Nicotin- 

Nr. pestimmtes Nicotin  ,Petrolitherlésung differen 
Jo 9/9 0}, 

1 1,27 1,22 L 0,05 
2 2,36 2,34 + 0,02 
3 2,93 2,84 + 0,09 
4 3,12 3,03 L 0,09 
5 3,14 3,04 + 0,10 
6 3,90 3,82 + 0,08 
7 4,08 3,97 + O11 
8 5,52 5,40 + 0,12 
9 6,04 5,91 + 0,13 
10 6,26 ’ 6,12 L 0.14 


Aus den Daten der Tabelle I ist ersichtlich, daB die im Filtrate der 
Ather-Petrolatherlésung bestimmten Nicotinwerte gegeniiber den im 
auspipettierten Teile bestimmten Nicotinwerten in jedem Falle etwas 
héher sind. Die Abweichungen sind aber auch bei den Tabaken mit 
gréBerem Nicotingehalt nicht so groB (héchstens 0,14°,), daB sie 
praktisch wesentlich in Rechnung kommen kénnten. So kénnen wir 
empfehlen, die mikrotitrimetrische Bestimmung des Nicotins im 
Tabak auf solche Weise durchzufiihren, daB das Nicotin nicht im Filtrat 
(10 cem) der Ather-Petrolatherlésung sondern in dem auspipettierten 
Teile der tiber dem abgesetzten Tabakpulver stehenden  klaren, 
gelbfarbigen Ather-Petrolitherlésung titriert wird. Das Wegfallen des 
Filtrierens bedeutet gleichfalls auch eine gewisse Vereinfachung der 
urspringlichen mikrotitrimetrischen Methode. 


Aus den Daten der zur Kontrolle der urspriinglichen mikrotitri- 
metrischen Methode durchgefiihrten makrogravimetrischen Nicotin- 
bestimmungen (in unserer ersten Mitteilung S. 112) ist ersichtlich, 
daB die Mikrowerte etwas héher sind als die Makrowerte (die héchste 
Differenz war 0,15°,). Wenn die mikrotitrimetrische Bestimmung des 
Nicotins nach der vorhererwahnten Weise (Titrierung der aus der 
Ather-Petrolatherlésung auspipettierten 10 ccm) durchgefiihrt wird, 
dann kommen die Mikrowerte den makrogravimetrischen Werten 
noch néaher. 


Jene Untersuchungen, laut welchen einer von uns! nachwies, 
daB sich das in Ather-Petrolather geléste Nicotin bei der Verdampfung 
des Lésungsmittels praktisch nicht verfliichtigt, kOnnen als Basis zur 
weiteren Vereinfachung unserer mikrotitrimetrischen Methode dienen. 
Man kann das nach der Verdampfung des gréBten Teils des Ather- 


Noch nicht publizierte Untersuchungen von V. L. Nagy. 
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Petrolithers zuriickgebliebene Nicotin in wenig Wasser lésen und 
mit n/l00 HCl direkt titrieren, wahrend das in Ather-Petrolather 
geléste Nicotin nach dem bei unserer Mikromethode angewandten 
Verfahren so bestimmt wird, daB n/100 HCl in UberschuB  hinzu- 
gegeben und der Uberschu8 der Saure mit n/100 NaOH zuriicktitriert 
wird. Es méchte eine wesentliche Vereinfachung bedeuten, wenn 
das Nicotin bei der Mikrobestimmung auch direkt mit HCl titriert 
wird. Diese Modifikation hatte auch noch den Vorteil, daB die 
Farbenanderung des zur Titrierung des Nicotins gebrauchten Methyl- 
rotindikators in wasseriger Lésung scharfer beobachtet werden kénnte 
als in Gegenwart von Ather-Petrolather (Ather-Petrolather lést den 
Indikator teilweise aus der wasserigen Lésung aus). 

Bei der mikrotitrimetrischen Nicotinbestimmung kommt als ein 
sehr wichtiger Umstand in Betracht, daB das aus dem Tabak mit dem 
Nicotin in den Ather-Petrolather gelangende Ammoniak vor der 
Titrierung entfernt werden muB. Dies erreichten wir bis jetzt dadurch, 
daB wir durch die Ather-Petrolatherlésung drei Minuten lang Luft 
durchsaugten. Der Luftstrom treibt das Ammoniak aus der Ather- 
Petrolatherlésung vollkommen aus, ohne daB sich von dem Nicotin nur 
etwas verfliichtigen wiirde. Es ist nun fraglich, ob das Ammoniak sich 
bei der Verdampfung des Ather-Petrolathers auf dem Wasserbade 
vollkommen entfernt. Rasmussen! konnte in dem nach Abdestillierung 
des Athers gewonnenen Riickstand des atherischen Tabakextraktes (laut 
Kissling extrahiert) nur sehr geringe Spur des Ammoniaks (mit Nessler- 
Reagens) nachweisen. Nach unseren Untersuchungen konnten wir in den 
bis auf etwa 1 cem eingedampften Resten der einige Milligramme 
Ammoniak enthaltenden Ather-Petrolatherlésungen von je 10 cem 
mit dem Nesslerschen Reagens nicht einmal eine Spur des Ammoniaks 
nachweisen. 

Auf Grund des Gesagten kann mit der vereinfachten mikrotitri- 
metrischen Methode die Bestimmung des Nicotins im Tabak auf folgende 
Weise durchgefiihrt werden. 

Es wird in eine mit gut schlieBendem Glasstépsel versehene trockene 
Pulvertlasche von 50cem 1g Tabakpulver eingewogen, lecm 20° ige 
wiasserige Natronlauge hinzuflieBen gelassen und mit einem Glasstabchen gut 
durchgemischt ; sodann werden genau abgemessene 20 ccm Ather-Petrolather- 
mischung (1:1) zugegeben, mehrmals gut durchgeschiittelt und 2 Stunden 
(bei mehrmaligem Umschiitteln) stehen gelassen. Nachher wird aus 
der iiber dem véllig abgesetzten Tabakpulver stehenden klaren, gelb- 
farbigen Ather-Petrolatherlésung 10ccm in einen 100-ccm-Erlenmeyer- 
kolben abpipettiert, der Kolben auf die entsprechend groBe Offnung eines 
vorher bis zum Sieden erwadrmten Wasserbads gestellt. Der Kolben bleibt 
solange auf dem Wasserbad, bis 1 bis 1% ccm dunkel-griinlich-braune, 


1 H. Baggesgaard Rasmussen, Zeitschr. f. analyt. Chem. 55, 81, 1916. 
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dicke Lésung zuriickbleibt, was 1 bis L!, Minuten in Anspruch nimmt. 
Zu der in dem Kolben gebliebenen Lésung werden etwa 10 cem Wasser, 2 bis 
3 Tropfen alkoholische Methylrotlésung (eine gesattigte alkoholische Lésung 
des Methylrots) hinzugegeben und mit n/100 HCl solange titriert, bis die 
griinlich-gelbe Farbe der Lésung ins Rote iibergeht, welcher Ubergang sehr 
scharf beobachtet werden kann. 

Mit dieser vereinfachten mikrotitrimetrischen Methode wurde das 
Nicotin in 20 Tabaken von verschiedenem Nicotingehalt bestimmt ; 
zur Kontrolle der Resultate wurde der Nicotingehalt der Tabake mit der 
urspringlichen — mit dem Rasmussenschen gravimetrischen Verfahren 
gut tbereinstimmende Resultate ergebenden Mikromethode (das 
Nicotin wurde im auspipettierten Teile von 10 ccm der Ather-Petrolither- 
lésung titriert) bestimmt. Die gewonnenen Resultate sind in Tabelle II 





mitgeteilt. 
Tabelle II. 
Mit der urspriing- Mit der vereinfachten 
lichen mikrotitri- mikrotitrimetrischen Nicotin- 
Nr. metrischen Methode Methode bestimmtes differenz 
bestimmtes Nicotin Nicotin 
1 1,32 1,27 — 0,05 
2 1,53 1,41 — 0,12 
3 2.04 2.03 — O00] 
4 2.33 2,18 0,15 
5 2.37 2.36 0,01 
6 2,82 2.66 0.16 
, 2,95 2.93 0,02 
8 3.00 3.00 0 
9 3,01 3,06 L O.05 
10) 3,16 3.14 0,02 
11 3,20 3,12 0,08 
12 3,20 3,11 — 0,09 
13 3,31 3.30 0,01 
14 3,46 3,50 + 0,04 
15 3.85 3,89 + 0,04 
16 4,02 3,98 — 0,04 
17 4,10 4,05 — 0,05 
18 5,46 5,51 tL 0,05 
19 6,08 6.01 — 0,07 
20 6,33 6,28 — 0,05 


Die in Tabelle Il mitgeteilten Daten beweisen, dafb auch die 
vereinfachte mikrotitrimetrische Methode zur Bestimmung des Nicotins 
im Tabak mit gutem Erfolge verwendet werden kann. 

-Das in dem Tabak neben dem Nicotin in sehr kleiner Menge vor- 
handene Pyridin, sowie die dem Nicotin nahestehenden Nebenbasen 
(Nicotinin, Nicotein, Nicotellin usw.) werden sowohl nach der mikro- 
titrimetrischen wie nach der Rasmussenschen gravimetrischen Methode 
mit dem Nicotin zusammen bestimmt. Die durch Pfyl und Schmitt! aus- 





1 B. Pfylu.O. Schmitt, Zeitschr. f. Untersuch. d. Lebensm. 54, 60, 1927. 
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gearbeitete Pikrinsaéuremethode erméglicht die Bestimmung des Nicotins 
im Tabak mit AusschlieBung der Nebenbasen. Nach den Untersuchungen 
von Heiduschka und Muth' ist bei den Tabaken mit niedrigem Nicotin- 
gehalt zwischen den nach Rasmussen und nach Pfyl und Schmitt bestimmten 
Nicotinwerten keine betrachtliche Differenz. Nach unseren Untersuchungen 
waren zwischen den mit der mikrotitrimetrischen und mit der Pfyl und 
Schmittschen Methode bestimmten Nicotinwerten nur bei den Tabaken 
mit gréBerem Nicotingehalt (iiber 4 °,) einige Zehntel Prozent Abweichungen., 
welcher Umstand aber von praktischem Standpunkt keine besondere Be- 
deutung hat. Diese Wahrnehmung laBt folgern, daB mit der Erhéhung 
des Nicotingehalts der Tabake auch die Menge der Nebenbasen steigt. 


Zusammenfassung. 
Mit unserer vereinfachten mikrotitrimetrischen Methode laBt sich 


der Nicotingehalt des Tabakes auf folgende Weise bestimmen: Eine 
Mischung von 1 g Tabakpulver, 1 ccm 20°, ige NaOQH-Lésung und 


20 ccm Ather-Petrolather (1:1) wird zwei Stunden lang unter 
6fterem Schiitteln stehen gelassen. Aus der wasserklaren Ather- 


Petrolatherlésung werden 10 cem auspipettiert, der Ather-Petrolather 
auf siedendem Wasserbade verdampft, zu dem 1 bis 1! cem_ be- 
tragenden dichten, griinlichbraunen Riickstand etwa 10 cem Wasser 
hinzugegeben und das vorhandene Nicotin unter Anwendung von 
Methylrot mit n/100 HCl titriert. 


1 4. Heiduschka u. F. Muth, Pharm. Zentralhalle 69, 305, 1928. 











nV. 


tins 
wen 
tin- 
iten 
wen. 
und 
ken 
ren, 
Be- 
ung 
igt. 








Oxydationssteigernde Wirkung von Blutfarbstoffen. 


Von 
K. Bingold. 


(Aus der ersten medizinischen Klinik des Nurmberger Krankenhauses. ) 


(Eingegangen am 9. September 1930.) 


1. Vorbemerkung. In triiheren Arbeiten wurde gezeigt, dab der 
Blutfarbstoffabbau bis zu ganz niederen Zerfallsprodukten nicht tiber 
die uns von Laboratoriumsversuchen her bekannten Zwischenkérper 
(Hamatin, Methamoglobin, Haimatoporphyrin usw.) vor sich zu gehen 
braucht, sondern da eine vollige Zersetzung des Oxyhamoglobins unter 
dem EinfluB von H,O, gelingt, allerdings unter besonderen Voraus- 
setzungen! Das Menschenblut, wie es sich im Organismus vorfindet, 
hat vermége seiner Katalase eine ungeheuer zersetzende Abwehrkraft 
gegen H,O,. Es besteht hier ein sehr starker Gegensatz gegeniiber gewissen 
Tierblutarten. Ich fand bei friiheren Versuchen, daB z. B. Tauben-, 
Enten- und Ganseblut schon bei normaler Temperatur mit Hilfe einer 
3°, igen H,O,-Lésung sich véllig milchweib entfirben laBt. Auf jeden 
Fall ist unter diesem Vorgang Eisen frei geworden, wie man leicht mit 
Hilfe der gewohnlichen Eisenreaktion feststellen kann. Bei Menschen- 
blut ist eine solche Zerst6rungsmdéglichkeit erst gegeben, wenn man 
vorher das Blut auf 73 oder 74° erhitzt. Dadurch entfernt man zu gleicher 
Zeit seinen ,,Plutfarbstoffschutz, die Katalase bzw. den Katalase- 
komplex. Ich konnte weiterhin feststellen, dap die meisten Tierblutarten 
eine spezifische Zerstérungstemperatur besitzen. Das Hundeblut JaBt sich 
z. B. bei 50° entfarben, Meerschweinchenblut bei 60°, Ziegenblut bei 
689 usw. 


Es ist natirlich die Frage aufzuwerfen, ob denn das Hydroperoxyd 
auch im Organismus eine ausschlaggebende Rolle spielt, ob es iberhaupt 
gebildet wird und unter welchen Umstanden es dann am Blutfarbstoff 
zerstorend einwirken kann. DaB es im Organismus wohl auftreten kénnte, 
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darauf weisen die Arbeiten von Wieland und seiner Schule hin. Wieland 
nimmt ja an, daB der Oxydationsvorgang nicht auf einer Betatigung von 
aktiviertem Sauerstoff, sondern auf einer Aktivierung von H,O, in 
Substraten der Oxydation beruht. Nach ihm wird der Sauerstoff im 
Stoffwechsel intermediar zu Hydroperoxyd umgewandelt. Wenn der 
Sauerstoff als Wasserstoffempfanger dient, muB H,O, entstehen. 


In der Kérperzelle selbst konnte man H,O, noch nicht feststellen. 
Fir die Bakterienzelle habe ich den Beweis hierfiir erbracht. Ich konnte 
auch zugleich den Nachweis fiihren, daB das von den Bakterien gebildete 
Peroxyd vollig ausreicht, um den Blutfarbstoff (das ungeschiitzte 
Oxyhaémoglobin) zu oxydieren, ihn eisenfrei zu machen und ihn vollig 
zu entfairben. 


2. Wdhrend also auf der einen Seite der Blutfarbstoff, der seines 
Schutzkorpers beraubt ist, auferordentlich leicht unter den eben erwihn- 
ten oxydativen Einwirkungen zerstért wird, muBte es auf der anderen 
Seite auffallen, daB er geradezu die oxydative Wirkung des Hydro- 
peroxyds steigert, und zwar ist diese merkwiirdige Erscheinung gebunden 
an den unter der Oxydation zerfallenden Hémoglobinkérper. Das End- 
produkt der Oxydation besitzt diese Fahigkeit kaum mehr, obwohl 
natiirlich daran zu denken ware, daB das unter der Oxydation frei 
gewordene Eisen katalytisch auf den OxydationsprozeB einwirken 
kénnte. Meine Versuche habe ich folgendermaBen angestellt : 


Vorversuch., 


Wenn man 2 ccm 3 °oige H,O,-Lésung mit 10 ecm Methylenblaulésung 
(deutlich noch starker blaue, klare Methylenblaulésung) versetzt, so sieht 
man, da8 die Lésung unverandert blau bleibt. Das H,O, kann das Methylen- 
blau nicht zersetzen. 


Methylenblau wird eben durch schwache Oxydationsmittel nicht 
entfarbt, nur unter der Reduktion kommt es bekanntlich zur farblosen 
Leukobase. 


Modellversuch a). Zur Methylenblaulésung wird 1 Tropfen erhitzten 
Menschenblutes gegeben (1 Teil Vollblut wird mit 3 Teilen Aqua dest. 
verdiinnt und vorsichtig unter stetem Schiitteln bis auf etwa 90° erwarmt). 
Dabei kommt es zu keiner gr6Beren Koagulation. Setzt man zu dieser 
Lésung nunmehr H,O4 hinzu, so wird die Methylenblaulésung wasserklar 
entfarbt. 

Modellversuch b). Das gleiche Experiment gelingt, wenn man zur 
Methylenblaulésung ganz kleine Mengen von Hamatinkristallen bringt. 
Hamatinlésungen lassen sich durch H,O, ebenfalls entfirben, weil das 
Hamatin durch die vorbereitende Manipulation, die es bei seiner Bereitung 
erfahrt, den Blutfarbstoffschutzkérper einbiiBt. 


Modellversuch c). Methylenblaulésung wird mit einem oder mehreren 
Tropfen gewéhnlichen Taubenblutes versetzt. Auch dabei kommt es unter 
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Der Versuch ist ebenfalls beweis- 


kraftig. Er ist aber nicht so sinnfallig wie bei der Anwendung gewoéhnlichen 
Menschenkochblutes, da auch das Taubenblut trotz seiner Entfarbbarkeit 


seine Katalase nicht véllig verloren hat, 


wesentlich beeintrachtigt wird. 


weswegen die Wirkung des H,O, 


Versuche, die mit blutfreiem Menschenserum, mit Eiter, mit Milch, 
mit EiweiB (Albuminen und Globinen), mit frischem, unprapariertem 


Menschenblut 


und 


mit 


vielen anderen (nicht 


grobadsorbierenden) 


Substraten durchgefiihrt worden sind, haben in keiner Weise zu 


gleichen Resultaten gefiihrt. 
mit Menschenblut, 


oben erwahnt, 


zogen worden ist. 


Am besten gelingt der Versuch, wie 
dem die Katalase kiinstlich ent- 


In vielen Versuchen hat sich gezeigt, daB die Entfarbung in einem 


leicht alkalischen Milieu am besten gelingt. 


Dabei ware darauf hinzu- 


weisen, daB der Zusatz von Alkalien, z. B. von !. cem einer 4/,) Normal- 
natronlauge mit 10 ccm Methylenblaulésung und H,O, zusammen- 
gebracht, die Methylenblaulésung ebenfalls wirksamer entfairbt. Es 
wurden infolgedessen starkere Verdiinnungen angestellt, die in Kontroll- 
versuchen das Methylenblau unbeeinfluBt lieBen. Bei Zusatz von 


nur 
vollig blau. 


i on a oe auge 
,cem 1/1) Normalnatronlauge 
Es war nun bemerkenswert, dab der Kochbluttropfen 


blieb die 


Methylenblaulésung 


am besten einwirken konnte, wenn die Alkalisierung noch starker 


abgestuft war. 


Die Tabelle soll den Vorgang naher veranschaulichen. 


Kontrollversuch. 


Zu je 5 cem einer stark verdiinnten Methylenblaulésung werden nach 
Zusatz der entsprechenden Normal-NaOH-Verdiinnungen je 1 cem H,O, 


gegeben. Das Resultat ist (in tabellarischer Ubersicht) folgendes: 











1/,9n NaOH, com 


1 2 3 4 5 6 
1/,9n NaOH, com 1,5 0.75 0.5 0,25 0,125 0,06 0,03 
Entfarbung . me +4 4. 4. 1 es : 

8 9 10 11 12 13 
1/jon NaOH, cem 0,015 0,0075 0,0037 0,0018 0.0609 0,000 45 
Entfarbung . — — — < ne os 

14 15 16 17 18 19 

0,000 22. 0,000 11 0,000 055 0,000 027 9,000 018 | 0,000 006 


Entfarbung. . . 
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Hauptversuch. 
Zu 5ecem einer gleich starken Methylenblaulésung werden nach Zusatz 
der entsprechenden NaOH-Verdiinnungen je 0,5 Tropfen Wasserkoch- 
blutl6sung s. o. gegeben und danach in jedes Réhrchen 1 cem chemisch 


reines H,O,. 


Das Resultat ist (in tabellarischer Ubersicht) folgendes: 











1 2 3 4 5 6 r 
tion NaOH. com 1,5 0,75 0,5 0,25 0.125 0,06 0,03 
Entfarbung . ++4+++ +++ ftp ++ (4444/4444) +44 

R 9 10 11 12 13 
ton NaOH, ecm 0,095 0,007 0.003 0.0018 0,0009 0,000 45 
Entfarbung. . . ++4 - os - + + 

14 15 16 17 18 19 


Mion NaOH, 


0,000 013 0,000 006 
Entfarbung . 4 4 


ecm 0.00922 0.00011 0.00005 0.00002 


Es zeigte sich also, daB die Entfarbung bei Zusatz von 0.0075 cem 
1/,9n Natronlauge bis 0.00045 ccm dieser Lésung am starksten war 
und daB dann die Entfairbung bei weiteren Verdiinnungen wiede1 
abnahm. 

Farbstoffreaktionen mit Hilfe me- 
Vor allem war es Karczag. 


Dem Chemiker sind ahnliche 
tallischer Katalysatoren bereits bekannt. 
der gleichsinnige farbchemische Studien angestellt hatte. Es handelte 
sich seinerzeit aber nicht um Blutfarbstoffversuche. Als Katalysator 
dienten Fe, Cu, Ni, Co usw. Der Verlauf der Oxydation wurde durch die 
Geschwindigkeit der Entfarbung bestimmt. Nach Karczag erkennt man 
bei ein und demselben Oxydator vom Typus des Eisens drei Gruppen von 
Entfarbungen, auf die ich hier nicht naher eingehen will. 


Als Katalysator wird auch bei unseren Versuchen das Eisen, 
das bei der Blutfarbstoffoxydation frei wird, angesehen. Es scheint 
aber, daB es noch in einer bestimmten Bindung mit seinem Substrat sein 
mu, und es ist wahrscheinlich, daB eine gleiche Menge freien Eisens 
nicht in gleich hohem Grade katalytisch wirken kann. Es handelt sich 
hier also um einen OxydaseprozeB. Katalase und Oxydase wirken hier 
nebeneinander. 


Blutlésungen, die durch H,O, vorher entfarbt wurden, wirken nicht 
mehr férdernd auf den OxydationsprozeB ein. 
Eindruck, als ob wahrend des Oxydationsprozesses am Blutfarbstoff- 


Man hat vielmehr den 











Satz 
ch- 


isch 


45 


ba) 


em 
yar 


ler 








Oxydationssteigernde Wirkung von Blutfarbstotfen. 461 


kérper zugleich eine Mitoxydation des Methylenblaus auftreten wiirde. 
Die gleiche Beobachtung macht man, wenn man als oxydationssteigern- 
des Agens nicht Kochblut, sondern Hamatinkristalle wahlit. Solange 
diese nicht restlos durch das H,O, entfarbt sind, wirken sie oxydations- 
steigernd, und die Methylenblaulésung wird hell und klar. Das H,O, 
wird zu einem auBerordentlich starken Oxydationsmittel. Hat man 
jedoch vorher die Hamatinkristalle durch H,O, entfarbt, d. h. von ihrem 
gebundenen Eisen frei gemacht, so wirken sie nicht mehr oxydations- 
steigernd. 


Literatur. 


1) Bingold, Klin. Wochenschr. 1929, Nr. 19. 2) Aarezag, diese 
Zeitschr. 117, 119 u. 182. 


Bio- und Histochemie pflanzlicher Friichte und Samen. II. 


(Reife- und Alterserscheinungen.) 


Von 


Anneliese Niethammer. 


(Aus dem Institut fiir Botanik, Warenkunde und Technische Mikroskopie 
der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 9. September 1930.) 


Einleitung. 


In der letzten Mitteilung berichteten wir in loser und noch wenig 
zusammenhangender Form iiber einzelne Beobachtungen, die mit 
Reife- und Alterserscheinungen an Friichten und Samen zusammen- 
haingen. Wir wiesen damals darauf hin, daB solehen Untersuchungen 
allgemeine chemisch-physiologische Bedeutung zukommen kann. Heute 
haben wir bereits ein gréBeres experimentelles Material beisammen und 
wir kénnen in zusammenhangender und abschlieBender Form iiber 
einzelne Umsetzungen berichten. Der erste Abschnitt ist der Behandlung 
fleischiger Friichte gewidmet. Hier lassen sich Reife- und Nachreife- 
erscheinungen verhaltnismaBig rasch und leicht verfolgen. Der zweite 
Abschnitt beschaftigt sich mit denselben Erscheinungen an_ nicht 
fleischigen Friichten und Samen. Wichtig ist es uns, nach Zusammen- 
hangen im Reifevorgang und Altern von Friichten und Samen zu suchen. 

Unsere ersten Untersuchungen erstreckten sich auf das in der Pflanzen- 
zelle recht oft vorkommende Kalkoxalat. Gerade in Friichten ist dasselbe 
6fters anzutreffen. Uber die Aufgabe und Rolle dieser Substanz in der 
Pflanzenzelle wissen wir bis heute nichts Genaues, so daB schon aus diesem 
Grunde Untersuchungen wertvoll sind. Gelegentliche Beobachtungen an 
den Friichten der Orange und der Citrone hatten uns gezeigt, daB die Kalk- 
oxalatkristalle in den Zellen des Fruchtfleisches mit zunehmender Reife 
einer langsamen Resorption verfallen, die zur vollkommenen Auflésung 
fiihren kann. Gleichzeitig konnten wir beobachten, daB der mikrochemisch 
faBbare Gehalt an Oxalséure in der Zelle abnimmt. Ein weiteres inter- 
essantes Ergebnis war, daB mit der einsetzenden Auflésung der Kalk- 
oxalate die ersten Ausscheidungen des Hesperidins beginnen'. Studien 


1 A. Niethammer, diese Zeitschr. 220, 348, 1930; Planta 1930, im Druck. 
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an verschiedenen Rinden hatten gelehrt, daB die Kalkoxalatkristalle, 
die sich in den Parenchymzellen sehr zahlreich befinden, fort waihrenden 
Auflésungen und Wiederentstehungen unterworfen sind. Alle diese 
Beobachtungen machen es wahrscheinlich, daB es sich bei den Kalk- 
oxalatausfallungen in der Zelle nicht um nutzlose Auswurfsstoffe handeln 
kann, sondern daB sie nur voriibergehend abgelagert werden und dann 
wieder im Stoffwechsel verwendet werden. Warum die AusfalJung und 
Wiederauflésung stattfindet, wissen wir nicht, ebensowenig sind wir iiber 
die Rolle des Kalkoxalats im Stoffwechsel orientiert. Der Klarung dieser 
Frage kime biochemische Bedeutung zu. Wir machten es uns daher zur 
Aufgabe, an méglichst vielen Friichten und Samen die allfallige Anwesen- 
heit von Kalkoxalatkristallen zu den verschiedensten Reifestufen zu 
studieren. Die Kalkoxalatausfaillungen sind schon durch ihre Form so 
gut gekennzeichnet, daB man ihre Verteilung sehr gut in der noch lebenden 
Zelle verfolgen kann. Dieser Umstand ist ein wesentlicher Vorteil. Selbst- 
verstandlich machten wir noch Parallelbestimmungen unter Zuhilfenahme 
chemischer Versuchsmethodik. Hat man das Vorhandensein der Kalk- 
oxalatkristalle zu verschiedenen Zeitpunkten in denselben Friichten genau 
verfolgt, so ist es méglich, auch etwas iiber die Rolle im Stoffwechsel zu 
erfahren. Diese Studien regten natiirlich noch zu einigen anderen Beob- 
achtungen in der Zelle an. Zunachst interessierte uns die Bedeutung der 
Phloroglykotannoide, auf deren Anwesenheit wir bereits in der friiheren 
Arbeit aufmerksam machten. Diese Phloroglykotannoide bedingen im 
Zustande der Uberreife der Zelle eigentiimliche sackartige Ausbildungen 
in den Zellen, die sogenannten Inklusen. Mit der Ausbildung der Inklusen 
beginnt das Geschmackloswerden der Friichte. Die Bildung dieser Inklusen 
hangt innig mit dem Gehalt an Acetaldehyd in der Zelle zusammen. Aus 
diesen Griinden war eine Bestimmung des Acetaldehydgehalts in der Zelle 
unerlaBlich. AuBerdem haben wir in friiheren Mitteilungen iiber die An- 
wesenheit und das Auftreten von Acetaldehyd in Samen berichtet ?, 
so daB auch in Friichten solche Bestimmungen interessieren miissen. Zum 
SchluB setzten wir unsere in der vorigen Arbeit begonnenen Studien tiber 
die Verteilung der verschiedensten organischen Séuren in der Zelle fort. 



























Methodik. 









Bei der Methodik kénnen wir uns kurz fassen, da wir vieles schon in 
der ersten Mitteilung und in anderen Arbeiten, die in dieser Zeitschrift 





niedergelegt sind, erwihnt haben. Die Kalkoxalatkristalle sind an ihrer 
typischen Kristallform leicht kenntlich. AuBerdem besitzen wir gute 
Methoden des mikrochemischen Nachweises. Die Oxalsiure kann man 
nach den Vorschriften von Elein? sublimieren. Man benutzt dazu den 








von uns O6fters zitierten Klein-Wernerschen Sublimationsapparat. 
Die Sublimationstemperatur betragt 110°. Den Kalk kann man mit 
Schwefelsaure in der Zelle direkt fallen und die typischen Nadeln des 
Gipses beobachten. Die Kalkoxalatkristalle sind ferner noch dadurch 
gekennzeichnet, daB sie durch Schwefel- und Salzséure rasch gelést 








1 A. Niethammer, diese Zeitschr. 197, 245, 1928. 
2 G. Klein, Praktikum der Histochemie. Wien und Berlin 1929. 
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werden. Die Inklusen erkennt man zunachst in der Zelle an der Form, 
in zweiter Linie haben wir auch hier einzelne mikrochemische Reaktionen 
benutzt. Salzsaurevanillin t6nt rot, ebenso farbt Diaminobenzaldehyd 
in Schwefelsaure gelést. Kalilauge lost graublaue Farbung aus. AuBer- 
dem geben die glykosidischen Bestandteile der Inklusen wohl gekenn- 
zeichnete Sublimate. Erhitzt man in dem bereits erwaihnten Klein- 
Wernerschen Sublimationsapparat auf etwa 350°, so gehen aus Frucht- 
stiickchen, die die bekannten Inklusen fiihren, schwertf6rmige Sublimate 
uber. Diese geben die vorhin erwahnten mikrochemischen Reaktionen. 
Friichte, die noch keine Inklusen haben, lassen diese Sublimate nicht 
erkennen. Die Bestimmung des Acetaldehydes unter Zuhilfenahme des 
Griebelschen Mikrobecherchens haben wir wiederholt ausgefiihrt und 
k6nnen beziiglich der Methodik auf eine bereits hier erschienene Arbeit 
aufmerksam machen (I. ¢.). Die organischen Sauren, und zwar Bernstein-. 
Apfel-, Wein- und Citronensaéure, werden in der bereits in Mitteilung | 
(l. c.) besehriebenen Weise ermittelt. Die Benzoesdure kann an ihrem 
typischen Sublimat, das bei etwa 100° iibergeht, erkannt werden. 
Gelegentlich priiften wir noch auf Gerbstoffe: diese Priifung wird mit 
Eisenchlorid ausgefiihrt. 
Versuchsergebnisse. 
a) Fleischige Friichte. 

Berberis vulgaris (Berberidaceae). Das Material war von uns selbst 
gesammelt, so daB wir bekannte Friichte der verschiedensten Altersstufen 
hatten. In noch gelbgriin gefarbten, also unreifen Friichten, kann man 
langs der GefaBbiindel perlschnurartige Ketten von Kalkoxalatdrusen 
sehen. Unterwirft man diese Partien der Sublimation, so erhalt man einen 
Beschlag von Oxalsiure, an dem man nach Fallung mit Kalknitrat die 
bekannten Kristalle des Kalkoxalats erkennt. Die Drusen sind auf diese 
Partie der Frucht beschrankt. Mit zunehmender Reife der Friichte ver- 
schwinden nun die Kalkoxalatziige vollkommen. In normal reifen Friichten 
trifft man im Fruchtfleisch einzelne Drusen von Kalkoxalat. Mit zunehmender 
Reife und vor allem Uberreife lassen diese Drusen typische Resorptions- 
erscheinungen erkennen und verschwinden immer mehr. Inklusenbildungen 
sind nicht zu finden. Unreife Friichte weisen einen sehr geringen Acetaldehyd- 
gehait auf, der mit der Reife und vor allem der Uberreife sehr ansteigt. 

Ribes grossularia (Saxifragaceae). Hier verfiigten wir wieder tibe! 
selbst gesammeltes Material. In unreifen Exemplaren, deren Epidermis 
in den SchlieBzeilen noch Chlorophyll enthalt, sind im Fruchtfleisch un- 
regelmaBig verstreut Kalkoxalatdrusen zu beobachten. Mit zunehmendet 
Reife verschwindet wieder ein Teil der Drusen. Man kann die langsam fort - 
schreitende Resorption an Exemplaren verschiedener Altersstufen gut 
verfolgen. Inklusen beobachtet man in unreifen und reifen Friichten selten. 
Erst die beginnende Uberreife lést die Inklusenbildung aus. Mit Vanillin- 
salzsiure und Diaminobenzaldehyd tritt Rotfarbung ein, auBerdem kénnen 
die typischen Sublimate gewonnen werden. Nach der Farbung tritt die Form 
und Ausbildung der Inkluse sehr scharf hervor. Interessant ist, daB die 
Ausfallung der Inklusen dann einsetzt, wenn die Kalkoxalate nahezu voll- 
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kommen resorbiert sind. Phloroglucin ist auch in unreifen Friichten bereits 
vorhanden. <Acetaldehyd ist stets auch in unreifen Friichten nachweisbar. 
Mit zunehmender Reife und vor allem Uberreife steigt die Menge desselben 
ganz gewaltig an. Das Minimum des Acetaldehydgehalts fallt mit dem 
Maximum der Kalkoxalatausfaillungen zusammen. Nun bestimmten wi 
noch in kleinen Stiickchen des Fruchtfleisches die organischen Saéuren. 





Unreife Frucht Reife Frucht 
eee ae ee ee x xX X 0 je nach Reifegrad 
Bernsteinsaure. ....... CID 0 
Apfelsaure . ed x 
Citromenséure ........ 

Is. OS sa, ew owe 0 0 


Es wurden natitirlich mehrere Bestimmungen ausgefiihrt, um mittlere 
Werte, die fiir die ganzen Zellen des Fruchtfleisches gelten, zu bekommen. 
Die Bernsteinsiure ist als Glykobernsteinsaéure nur in unreifen Friichten vor- 
handen und verschwindet mit zunehmender Reife. 

Wir miissen erwahnen, da8 sich unsere Befunde nur auf die heimischen, 
stachelfiihrenden Sorten beziehen. Die amerikanischen stachellosen Friichte 
zeigen beispielsweise nie Inklusen. 

Erwahnen wollen wir, daB die Samen, die im Endosperm Fett und Ol 
fiihren, in unreifem Zustande noch etwas Stirke enthalten. Erst mit zu- 
nehmender Reife des Samens, die ungefahr mit der Inklusenbildung in 
der Frucht zusammenfallt, verschwindet der Starkegehalt. In diesem 
Augenblick kann man auch Acetaldehyd fassen. Die Testa zeigt in un- 
reifen Samen desgleichen einzelne Starkekérner. Bekannt ist, dal dieselbe 
immer eine Schicht Kalkoxalat fiihrender Zellen hat. In unreifem Zustande 
des Samens fiihrt die dariiber liegende Schicht auch noch Kalkoxalate. 
Der Samen enthalt im Endosperm Phloroglucin. 

Ribes aureum (Saxifragaceae). Es wurde wieder selbst vom Strauche 
genommenes Material benutzt. Die unreifen Exemplare lassen abermals 
regellos im Fruchtfleisch verstreut Kalkoxalatausfallungen erkennen. 
Reife Exemplare lassen sie auch noch, aber in geringerer Zahl sehen. Re- 
sorptionserscheinungen und weiteres Schwinden der Drusen ist im Zustande 
beginnender Uberreife wieder zu sehen. Inklusen, die hier die Form von 
kettenartigen Gebilden haben, findet man erst in iiberreifen Exemplaren. 
Die Probe auf Phloroglucin ist immer positiv. Der Acetaldehydgehalt 
nimmt mit fortschreitender Reife wieder stark zu. Die organischen Sauren 
wurden in der iiblichen Weise ermittelt. 





Unreife Frucht Reife Fracht 
Oxalgéure . . . ee ee ¥ </0 je nach der Partie, die 
gewahlt wird 
Bernsteinsaure . Sales ks 
a. oe ee bs ) 0 
Citronensaure 
Weinsaure . 


Die Priifung auf Gerbstoffe gibt ein positives Ergebnis 
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Fragaria vesca (Rosaceae). Es wurde wieder selbst gesammeltes 
Material benutzt. In den reifen Friichten finden sich Kalkoxalatraphiden. 
Man kann dieselben auch schon in unreifen Friichten beobachten. Einzel- 
kristalle sind nicht zu sehen. Reife und unreife Friichte lassen hier beziiglich 
ihres Kalkoxalatgehalts keine Unterschiede erkennen. Inklusen kann man 
hier sogar schon in normal reifen Friichten beobachten. Die Acetaldehyd- 
reaktion ist stets positiv und steigt mit fortschreitender Reife an. Mit 
dem erhéhten Inklusen- und Acetaldehydgehalt nimmt die Zahl der 
Oxalatraphiden ab. Die Probe auf Phloroglucin ist schon bei unreifen 
Friichten positiv. 





Die Bestimmung der Séuren erfolgt wieder in der bekannten Weise. 


‘es 


Organische Siuren. 


Oxalsiure . . . 0/X je nach der gewablten Partie 
Bernsteinsaure . 0 
Apfelsiure . . . x 
Citronensaure . . x 


Weinsaéure . . 
Gerbstoffe sind stets nachweisbar. 


Pirus communis (Rosaceae). In unreifen Friichten findet man hier 
perlschnurartige Kalkoxalatziige, die die GefaiBe in der Langsrichtung 
begleiten. In vollreifen Friichten sind diese Schniire vollkommen ver- 
schwunden. In normal reifen Friichten findet man nur im Kerngehduse 
vereinzelte Kristalle. Mit Vanillinsalzsiure und Diaminobenzaldehyd 
erzielt man hier ganz ungewoéhnlich starke Reaktionen. Dem entspricht 
im Zustande der Uberreife ein geradezu massenhaftes Auftreten von In- 
klusen. Die Probe auf Acetaldehyd ist immer durch einen starken Ausfall 
gekennzeichnet. Im Stadium der Uberreife sind sehr groBe Mengen vor- 
handen. Die Sauren haben wir bereits in der friiheren Arbeit bestimmt. 
Es liegen Angaben iiber reife, iiberreife und auch unreife Friichte vor. 
Uber die Samenkerne haben wir dort auch schon gesprochen und erwahnt, 
da8B mit zunehmender Reife der Frucht hier der Acetaldehyd zunimmt. 
Jetzt konnten wir noch feststellen, daB in Samen, die iiberreifen, bereits 
teigigen Friichten entnommen werden, der Gehalt an Blauséiure zugenommen 
hat. Die Bestimmung der Blauséure erfolgte in der Kleinschen Mikro- 
gaskammer (l. c.). Das Gewebestiick oder der Schnitt wird mit Chloroform 
abgetétet. Die Blausaéure, die abdestilliert, schlagt sich auf dem Deck- 
glaischen nieder und bildet mit dem Reagens Silbernitrat die typischen 
Kristalle des Silbercyanids. Die Samen enthalten stets Phloroglucin. 

Pirus malus (Rosaceae). Von ausgereiften Friichten wissen wir, daB 
die Partien des Kerngehauses einzelne Kristalle fiihren. Ganz unreife, selbst 
vom Baum genommene Friichte lassen wieder die gleichen Kalkoxalat - 
schniire lings der GefiBe erkennen, wie wir sie auch bei der vorhin zitierten 
Frucht erkannten. Mit zunehmender Reife verschwinden auch diese Ziige 
wieder vollkommen. Inklusen findet man in normal reifen Friichten fast 
nie. In iiberreifen Exemplaren treten sie wieder auf, aber nicht so massen- 
haft wie bei der Birne. Bei dem Acetaldehyd beobachtet man wieder den 
bekannten Anstieg mit zunehmender Reife. Die Saéuren an reifen und 
iiberreifen Friichten sind bereits in der friiheren Arbeit bestimmt worden. 
Hier wollen wir noch unsere Ergebnisse an den unreifen Exemplaren an- 
fiihren. Diese enthalten: x « Oxalsiure, ~ Bernsteinsiure, * Apfelsiure 








pt JO 








ltes 
iden. 
nzel- 
glich 
man 
hyd- 
Mit 
det 
pifen 


eise. 


hier 
ung 
ver- 
juse 
hvd 
cht 
In- 
fall 
ror- 
mt. 
yor. 
int, 
mt. 
sits 
1en 
TO- 
rm 
ck- 


en 


aB 
pst 
At - 
en 
ige 
ist 
‘n- 
en 
nd 
nm. 
n- 
re 








Bio- und Histochemie pflanzlicher Friichte und Samen. II. 467 


und x Citronenséiure. Die Samen fiihren wieder Blausiure, die mit zu- 
nehmender Reife beziiglich der Menge ansteigt. Kalkoxalatausfallungen 
kann man weder in diesen, noch in den Samen der Birne beobachten. 

Prunus armeniaca (Rosaceae).  Kalkoxalatausscheidungen konnten 
wir in unreifen Friichten, die in den SchlieBzellen noch Chlorophyll ent- 
hielten, nicht erkennen. Inklusen sieht man zahlreich und es tritt wieder 
die bekannte Vermehrung im Zustande der Uberreife ein. Als Vorstufe 
der Inklusen sieht man sandartige Ausfaillungen in der Zelle, die sich mit 
Diaminobenzaldehyd rot fairben. Acetaldehyd ist bereits in unreifen 
Friichten zu finden, die Menge desselben steigt mit zunehmender Reife, 
wie gewohnlich. Die organischen Sauren werden im Fruchtfleisch gefaBt. 
Oxalsiure ist nicht zu finden. Von Bernstein- und Apfelsiure sind deutliche 
Sublimate zu gewinnen. Gerbstoffe sind vorhanden. 

Prunus cerasus (Rosaceae). Kalkoxalatausfaillungen sind auch in 
unreifen Friichten selten zu finden. Ziige, wie wir sie z. B. bei den Birnen 
und Apfeln fanden, sind nicht zu sehen. Auch vollreife Exemplare lassen 
noch einzelne Kalkoxalatkristalle erkennen. Die Anordnung ist aber immer 
vollkkommen regellos. Resorptionserscheinungen sieht man infolge der 
wenigen Kristalle sehr selten. Unreife und reife Friichte zeigen noch keine 
Inklusen, man sieht wieder die friiher erwihnten sandartigen Ausfallungen. 
Inklusen sind erst im Zustande der Uberreife zu finden. Der Acetaldehyd- 
gehalt steigt abermals mit fortschreitender Reife. Die organischen Saéuren 
werden wieder im fleischigen Parenchym bestimmt. Oxalséure ist Je nach 
der Fruchtpartie, die man wahlt, als Sublimat zu erhalten oder nicht. 
Bernsteinsaure trifft man nur in unreifen Friichten an. Apfelsiure ist in 
unreifen, reifen und iiberreifen Friichten vorhanden. Gerbstoffe trifft 
man immer an. Erwahnen wollen wir, daB8B die hellfleischigen Sorten im 
Zustande der Uberreife weniger Inklusen erkennen lassen als die dunklen 
Sorten. 

Prunus domestica (Rosaceae). Unreife Friichte zeigen zunichst lings 
der GefaiBe wieder die bekannten Kalkoxalatziige. Mit zunehmender Reite 
verschwinden diese Ketten. Inklusen sieht man erst bei tiberreifen Friichten. 
Der Acetaldehydgehalt steigt wieder an mit fortschreitender Inklusen- 
bildung. Von organischen Séuren erkennt man, je nach dem Reifegrad, 
mehr oder weniger Oxalsiure. In Spuren trifft man Bernsteinsiure. Deutliche 
Mengen sind von Apfelséure vorhanden. Weinsaure trifft man nur in be- 
scheidenem AusmaB. Gerbstoffe sind stets in geringer Menge vorhanden. 

Prunus persica. Es ist ganz interessant, daB in diesen Friichten, ob 
nun reife oder unreife Exemplare vorliegen, sehr selten Kalkoxalat- 
ausscheidungen beobachtet werden kénnen. Hier und da findet man einen 
tinzelkristall. Als Vorstufen der Inklusen sieht man sehr haufig die be- 
kannten sandartigen Ausfallungen, die sich mit Salzséure-Vanillin rot 
farben. Erst mit zunehmender Reife erkennt man die Inklusen. Acet- 
aldehyd ist stets zu finden. Die Menge steigt mit zunehmender Inklusen- 
bildung. Oxalséure kann nur sehr selten mikrochemisch gefaBt werden. 
Bernstein-, Apfel- und Citronensiure sind stets in den Parenchymzellen 
zu finden. Gerbstoffe verraten sich durch den positiven Ausfall der Eisen- 
chloridreaktion. 

Rosa canina (Rosaceae). Noch gelbgriin gefairbte Exemplare lassen 
groBe Mengen an Kalkoxalatkristallen erkennen. Es sind ganze Nester 
vorhanden. Ziige langs der Gef&aBbiindel sieht man hier nicht. Die meisten 
Drusen befinden sich in der Partie, die an die Reste der Kelchblatter an- 
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schlieBt. Mit zunehmendem Alter der Zelle beginnt die Resorption de 
Kristalle, die mit ihrem nahezu vollstandigen Verschwinden endet. Uber- 
reife Friichte, die bereits viel Acetaldehyd enthalten, weisen einzelne, aber 
lange nicht so viele Inklusen auf, wie dies bei Apfel und Birne der Fall ist. 
Zurzeit des Maximums der Kalkoxalatausscheidungen kann noch kein 
Acetaldehyd gefaBt werden. Erst mit langsamer Resorption der Kristalle 
beginnt die Acetaldehydbildung. Von organischen Saéuren bestimmten 
wir nur die Oxalséure, die in unreifem Zustande ein starkes Sublimat er- 
kennen laBt. Mit zunehmender Reife und dem Verschwinden der Drusen 
kann auch kein Sublimat von Oxalséiure gewonnen werden. Gerbstoffe 
sind stets vorhanden. 

Vaccinium myrthyllus (Ericaceae). <Auffallend ist die Unzahl von 
Drusen, die das Fruchtfleisch unreifer Friichte erfiillt. Die Anordnung 
ist regellos, nahezu jede Zelle fiihrt eine Druse. Mit fortschreitendem 
Reifevorgang verschwinden diese Drusen immer mehr, es bleiben nur 
einzelne Exemplare tibrig. Der Acetaldehydgehalt bei den unreifen Friichten 
entspricht dem Wert Null. Erst mit der Resorption setzt auch hier die 
Bildung des Acetaldehyds ein. Die unreifen Friichte geben ein sehr starkes 
Sublimat von Oxalséure, das natiirlich mit zunehmender Reife wieder 
schwicher wird. Unreife Friichte enthalten auBerdem noch Bernstein- 
siure. Reife Friichte bergen deutlich nachweisbare Mengen von Apfel- 
und Citronensaure. 

Das Vorhandensein einer glykosidischen Substanz macht sich durch 
die typischen Schwerter und Doppelschwerter im Sublimat kenntlich. 

Die Friichte der nahen Verwandten Vaccinium uliginosum lassen genau 
dieselben Verhaltnisse erkennen. 

Vaccinium vitis ideaa (Ericaceae). Auch hier kénnen wir uns recht 
kurz fassen, da die Verhaltnisse sehr aihnlich liegen, wie bei den vorhin 
zitierten Friichten. Man beobachtet abermals die Ausfaillungen von Kalk- 
oxalaten in geradezu massenhafter Menge. Mit fortschreitender Reife 
erkennt man wieder die bekannte Resorption. Inklusen findet man hier 
ebensowenig wie bei den friiheren Vertretern. Der Acetaldehydgehalt 
nimmt mit dem Alter zu. 

Capsicum annuum (Solanaceae). Weder in Frucht noch Samen kann 
man Kalkoxalatausfaillungen erkennen. Desgleichen sieht man keine In- 
klusen. Der Acetaldehydgehalt nimmt mit dem Alter zu. 

Solanum lycopersicum (Solanaceae). In griinen Friichten erkennt 
man im Perikarpe regellos verstreut Kalkoxalatdrusen. Die Auflésung 
derselben beginnt noch an den unreifen Friichten. Resorptionserscheinungen 
kann man hier sehr schén studieren. Rotgelbe und rot gefirbte Friichte 
weisen keine Oxalatdrusen mehr auf. Inklusen trifft man nie an. Der 
Acetaldehyd nimmt mit dem Aiter wieder zu. Das Minimum an Oxalat- 
drusen fallt mit dem Maximum an Acetaldehyd zusammen. Gerbstoffe 
trafen wir nicht an. 

Ligustrum vulgare (Oleaceae). Griine Friichte tithren langs der GefaB- 
biindel Ketten von Oxalatkristallen. Es tritt wieder die bekannte Resorption 
ein. Inklusen findet man nicht. Minimum an Kalkoxalatdrusen und 
Maximum an Acetaldehyd fallen hier wieder zusammen. Von organischen 
Sauren faBten wir nur die Oxalsaure, von der man nur aus unreifen Friichten 
ein Sublimat gewinnt. 

Symphoricarpus racemosus (Caprifoliaceae ). Die Priifung erfolgte 
wihrend des Stadiums, in dem die Epidermis noch Chlorophyll fiihrt. 
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und zwar in den SchheBzellen. Es tritt wieder die bekannte Resorption 
ein. Minimum der Kalkoxalatbildung fallt mit dem Maximum an <Acet- 
aldehyd zusammen. Inklusen findet man nicht. 

Cucurbita Pepo (Cucurbitaceae). Unreife Friichte sind angefiillt von 
Kalkoxalatkristallen. Zunehmende Reife bedingt eine Auflésung derselben. 
Inklusen trifft man nie. Der Acetaldehydgehalt steigt mit dem Alter det 
Frucht. Von organischen Saéuren faBt man in unreifen Friichten, und zwar 
nur hier, die Oxalséure. Von anderen Sauren fiel nur die Bernsteinsaure aut. 

Unsere an verschiedenen fleischigen Friichten gemachten Beobachtungen 
sind nicht uninteressan® Wir erkennen, daB unreife Friichte sehr oft, 
allerdings nicht immer, Kalkoxalatkristalle in betrachtlicher Menge fiihren. 
Gewohnlich erfolgt mit zunehmender Reife eine Auflésung und ein Ver- 
schwinden dieser Kristalle. Gleichzeitig kann man feststellen, dai keine 
Sublimate dieser Saiure mehr gewonnen werden kénnen. Diese Ausbildung 
und dann Wiederauflésung der Kalkoxalatkristalle stellt einen Reife- 
und manchmal auch Nachreifevorgang dar, der mikroskopisch und mikro- 
chemisch leicht zu verfolgen ist. Diese Beobachtungen zeigen, daB es sich 
bei den Kalkoxalatkristallen kaum um nutzlose Auswurfsstoffe des Stoff- 
wechsels handeln kann. Sie werden nur zeitweise abgelagert, stellen eine 
Reserve dar und werden im Bedarfsfalle wieder in den Stotfwechsel 
aufgenommen. Unsere Erfahrungen iiber das Vorhandensein des Acet- 
aldehyds konnten wir wesentlich ausbauen. Mit zunehmender Reife det 
Frucht tritt stets eine starke Zunahme des Acetaldehyds ein. Interessant 
ist, daB im allgemeinen das Minimum der Kalkoxalatkristalle mit dem 
Maximum des Acetaldehyds zusammenfallt. Inklusen trifft man im Zu- 
stande der Uberreife nicht allgemein in Friichten, sondern, soweit unsere 
Untersuchungen reichen, nur in den Friichten der Rosaceen und der nahe 
verwandten Saxifragaceen. Der Gehalt an. organischen Sauren ist des- 
gleichen Schwankungen unterworfen, die allerdings bei der Oxalsaéure am 
starksten sind. 


b) Frucht und Samen mit harter Schale. 


Corylus avellana (Betucaceae). Auch hier kann man in der noch griinen 
Frucht Kalkoxalatausfallungen erkennen, die mit zunehmender Reife 
verschwinden. Der Acetaldehyd zeigt wieder den bekannten Anstieg. 

Aesculus hippocastanum (Hippocastanaceae). Hier gelten dieselben 
Angaben wie fiir die vorhin erwahnte Frucht. 

Zea Mays (Gramineae). Unreife Friichte zeigen im Nahrgewebe in 
unreifem Zustande in jeder Parenchymzelle eine Kalkoxalatdruse. Mit 
fortschreitender Reife verfallen diese Drusen durchweg der Resorption. 

Triticum sativum (Gramineae). Kalkoxalatdrusen konnten wir in 
milchreifen K6érnern nicht finden. Hier machten wir eine Reihe anderer 
Beobachtungen. Erstens ist es durch unsere friiheren Untersuchungen 
bekannt, daB unreife und auch iiberreife Korner trotz ertolgter Vorquellung 
keinen Acetaldehyd mehr bilden. Im Keimling priiften wir unter Be- 
nutzung der bekannten Osazonprobe mit Phenylhydrazin auf reduzierende 
Zucker. 

Wir erzielten sowohl bei keimfahigen als auch nicht keimfahigen 
Kérnern eine positive Reaktion. Das Ausma derselben ist immer schwach, 
aber doch deutlich. Voraussetzung fiir das Gelingen der Probe ist es, dab 
man die Schnitte etwa eine Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. Diese 
Reaktion zeigt Trauben- und Fruchtzucker an; erwarmt man sehr lange, 
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so tritt Inversion ein, und wir kénnen auch die Saccharose fassen. Proben, 
die ihre Keimfahigkeit eingebiiBt haben, geben eine schwachere Reaktion. 
Mittels des Nachweises von Flickiger! kann man zwischen Traubenzucke1 
und Fruchtzucker unterscheiden. Die Probe wird mit Kupfertartrat, das 
man in Natronlauge lést, angestellt. Ist Traubenzucker vorhanden, so tritt 
schon in der Kalte der Niederschlag ein. Ist auch noch Fruchtzucker zugegen, 
so tritt der Niederschlag erst in der Warme ein. Unter Niederschlag ist 
die Abscheidung des roten Kupferoxyduls zu verstehen. Starke findet 
man im Gewebe des Weizenembryos nie. Wir priiften noch mit der be- 
kannten Biuretreaktion auf Eiwei8 und konnfe@n beobachten, daB das 
Ausma8 der Reaktion mit zunehmendem Alter stark ansteigt. Dieser 
Umstand spricht dafiir, daB die EiweiBsubstanzen des Weizenembryos 
beim Altern gewisse Verinderungen erleiden. Mit dem bekannten Fett- 
reagens farben sich die Gewebe sowohl der alten wie auch der frischen 
Embryonen deutlich aus. Es kénnen nur Farbenunterschiede erkannt 
werden, die vielleicht andeuten, daB die Substanz Veriénderungen er- 
litten hat. 

Allium cepa (Liliaceae). Diese Samen sind dadurch ausgezeichnet, 
daB8 sie ihre Keimfahigkeit nach zweijahrigem Lagern sehr stark einbiiBen. 
Es erschien daher gerade an diesen Objekten sehr verlockend, Studien iiber 
Alterserscheinungen zu machen. Der Keimling und auch das Nahrgewebe 
enthalten reichliche Mengen fetter Ole. Die Ole der alten Samen lassen 
nun die typischen Verdorbenheitsreaktionen nach Kreis und Fellenberg 
erkennen?. Dieser Befund zeigt deutlich, daB die Fette Umsetzungen er- 
litten haben. Bei dem Altern der Fette, oder besser gesagt bei dem Ranzig- 
werden, handelt es sich um Autooxydationen. Es wird nun Aufgabe weiterer 
biochemischer Forschung sein, diese Autooxydationen genau zu studieren. 
Acetaldehydbestimmungen an diesen Samen brachten wieder die tiblichen 
Ergebnisse. Nur keimfahige Kérner lassen nach der Quellung eine positive 
Reaktion erkennen. Die nach Fliickiger angestellte Probe auf reduzierende 
Zucker nimmt mit fortschreitendem Alter, was die Menge an Glykose an- 
belangt, zu. Das gleiche gilt fiir die Priifung, die unter Benutzung der 
Biuretreaktion vorgenommen wurde. 

Erwahnen wollen wir, da8 wir auch an anderen Samen, deren Keim- 
fahigkeit verlorengegangen ist, solche Verdorbenheitsreaktionen erzielten. 
Es gilt dies fiir Lein, Hanf, Sonnenblumen und Mais. 

Tragopogon pratensis. Hier wollen wir uns ganz kurz fassen und nur 
angeben, da8B unreife Exemplare in der Samenschale deutlich wahrnehmbare 
Kalkoxalatausfallungen erkennen lassen. Mit zunehmender Reife  ver- 
schwinden dieselben vollkommen. 

Unsere Befunde zeigen, daB wir auch an nicht fleischigen Friichten 
und einzelnen Samen in unreifem Zustande Kalkoxalatausfaillungen 
beobachten kénnen, die mit zunehmender Reife verschwinden. Fiir 
weitere Studien ist es wichtig, Ubereinstimmendes zu finden. Ein 
lohnendes Arbeitsfeld fiir weitere Studien stellen jedenfalls die Embryonen 
der Samen dar. Unsere wenigen Versuche zeigen bereits, daB zwischen 


1 Flickiger, zitiert nach O. Tunmann, Mikrochemie der Pflanze, 1913. 
2 Zitiert nach Pritzker u. Jungkunz, Zeitschr. Unters. d. Nahrungsm. 
54, 195, 1926. 
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altem und frischem Material faBbare Unterschiede aufgedeckt werden 
kénnen. In der Richtung werden sich unsere weiteren Versuche und 
Forschungen bewegen. 


Zusammenfassung, 


1. In unreifen Friichten und Samen findet man oft Kalkoxalat- 
ausscheidungen, die meist mit der zunehmenden Reife verschwinden. 
Die Kalkoxalatdrusen werden demnach wieder im Stoffwechsel ver- 
wendet und kénnen daher keine nutzlosen Auswurfsstoffe sein. 

2. In manchen Friichten bestimmter Familien treten im Zustande 
der Uberreife Inklusen auf, das sind sackartige Gebilde, die die Zelle 
erfiillen. 

3. Mit zunehmender Reife steigt in den meisten Friichten der 
Acetaldehydgehalt. Trockene Samen und Friichte zeigen einen der- 


artigen Anstieg nur bis zu dem Moment ihrer héchsten Keimfahigkeit. 
4. An den Embryonen einzelner Samen sind im Zustande vor- 
geschrittenen Alters chemische Veranderungen zu beobachten. 








Versuche iiber den Abbau der £-Oxybuttersiure 
am Gesamtorganismus im Zusammenhang mit dem Kohlen- 
hydratstoffwechsel. 


Vi yn 
Fritz Rosenthal. 


(Aus dem stadtischen Forschungsinstitut fiir Baderkunde und Stoffwechsel, 
Wiesbaden.) 


(Eingegangen am 11. September 1930.) 


Beziehungen zwischen Fettséure- und Kohlenhydratstoffwechsel 
sind in den letzten Jahren in den verschiedensten Richtungen besprochen 
worden. Im Mittelpunkt der Erérterungen steht: erstens die Frage der 
Kohlenhydratsynthese aus Fettsaéuren, die vor allem von Geelmuyden 
und seiner Schule bejaht, neuerdings hauptsachlich von Lusk und 
Thannhauser einer starken Kritik unterzogen wurde. Weiter wird die 
Abhangigkeit der /£-Oxybutterséure-Oxydation von Umsatz und 
Vorrat des Kérpers an Kohlenhydraten viel diskutiert. Die Rosenfeld sche 
Theorie, die in dem Satze ,,die Fette verbrennen im Feuer der Kohlen- 
hydrate” ihren kiirzesten Ausdruck findet, nimmt ihren Ausgang von 
der Beobachtung der Ketosis beim glykogenarmen, diabetischen und 
hungernden Organismus. Jedoch zwingen die Rosenfeldschen experi- 
mentellen Befunde durchaus nicht zur Anerkennung seiner Annahme:; 
sie sind mit der Anschauung von Noordens, der die Ketosis auf einen 
erhéhten Umsatz von Fett zuriickfiihrt, durchaus vereinbar. Anderer- 
seits entbehrt auch die Behauptung Geelmuydens, der die vermehrte 
Bildung der Acetonkérper auf eine mifgliickte Umwandlung von 
Acetessigsiure und £-Oxybuttersiure zu Kohlenhydrat zuriickfihrt, 
der zwingenden experimentellen Fundierung. 

DaB ein Abbau der £-Oxybutterséure ohne Kohlenhydrate iiber- 
haupt mdglich ist, ist durch Versuche Kiihnaus an diesem Institut 
sichergestellt. Es ist ihm gelungen, einen eiweibfreien Fermentkomplex 
aus Rinderleber darzustellen, der 6-Oxybuttersiure bei Abwesenheit von 
Kohlenhydrat zerstért. Kiihnau konnte bei diesem Abbau Zwischen- 
produkte fassen, die als Umschlagskérper auch im Kohlenhydrat- 
stoffwechsel nachgewiesen sind. Da diese Art des Abbaus aber méglicher- 


weise nicht die einzige im Organismus sein kénnte, fiihrte ich Versuche 
am Gesamtorganismus tiber den Abbau der /-Oxybuttersaure und 
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seine Beziehungen zur Kohlenhydratbilanz aus. Durch die Erfassung 
der gesamten Kohlenhydrate des Kérpers konnte man hoffen, weitere 
Kenntnisse iiber die beiden eben aufgerollten Fragen im einen oder 
anderen Sinne herbeizufiihren. 


Als Versuchstier wurde die weiBe Maus gewahlt. An ihr lassen sich 
in Anlehnung an die Lesserschen Untersuchungen gut Gesamtanalysen 
der Kohlenhydrate ausfiihren. Unter gleichen Bedingungen gehaltene, 


ausgewachsene Tiere aus gleicher Zucht geben nach 24 bis 48 Stunden 
Hunger gleiche Durchschnittswerte bei Gebrauch von zehn bis zw6lf Tieren. 
Um die Gleichartigkeit der Bedingungen zu wahren, muB die Anzahl der 
Kontrolltiere méglichst der der Versuchstiere entsprechen; AuBentemperatur, 
Futter, Jahreszeit, Behandlung, Autenthalt, gr6Bere Gewichtsdifferenz sind 
von ausschlaggebendem EintluB auf den Kohlenhydratbestand. Der Vorzug 
dieser Arbeitsmethode gegeniiber anderen tiblichen besteht darin, daB man 
den Gesamtkohlenhydratgehalt analytisch erfaBt. 

Als Fettsiiure wurde die p-Oxybuttersiure gewahlt. Es kam das nach 
Wislicenus dargestellte Natriumsalz der d1, §-@xybuttersiure zur An- 
wendung. Die $-Oxybutterséure ist unter den Fettséuren und Oxyfett- 
siiuren am leichtesten quantitativ zu erfassen. Sie ist ein Zwischenprodukt 
beim Abbau aller 4-C-Fettsaiuren, die nach Embden und Marx Acetessig- 
siiurebildner in der Leber sind und die nach Anoop im intermediiaren Stoff- 
wechsel durch £-Oxydation tiber $-Oxybuttersiure abgebaut werden. 
Sie ist leicht léslich in Wasser und wird leicht resorbiert. 

Hohere Fettsauren anzuwenden ertibrigt sich, da der Abbau_ beim 
Diabetiker bis zur $-Oxybuttersiure ungestdért ist. 

Die /-Oxybuttersiure wurde intraperitoneal appliziert, da auf diese 
Weise die Fettséure einen ahnlichen Weg wie bei der Verfiitterung nimmt. 

Die Aufgabe ist also experimentell zu entscheiden, ob es erstens 
beim /-Oxybuttersiure-Abbau zu einer Veranderung des Kohlenhydrat- 
bestandes kommt, und zweitens, ob beim stark glykogenverarmten 
Tier der £-Oxybuttersaure-Abbau glatt vonstatten geht. 


Methodik. 

Die Tiere werden, nachdem sie mehrere Tage bei gleicher Kost in 
Einzelbehaltern gehalten worden sind, 24 bis 48 Stunden auf Hunger 
yesetzt. 3 Stunden nach der intraperitonealen Injektion der S-Oxybutter- 
siure werden sie durch Nackenschlag betaubt und sofort in eine Ather- 
kohlenséureschneemischung gebracht, wo sie bald (30 bis 60 Sekunden) 
hartgefroren sind. Das Gefrieren im Kohlenséureschnee allein dauert 
bedeutend Jianger (15 bis 30 Minuten). Der Ather muB in starkem Uber- 
schuB zum Schnee zugegeben werden. Dann werden die Tiere im Morser 
zerstampft und in fein gepulvertem Zustande in stark gekiihlten 66° igen 
Alkohol gebracht. Auf jede Maus kommen mindestens 100 c¢cem Alkohol, 
wenn, ganze Serien zusammen verarbeitet werden; bei der Verarbeitung 
der einzelnen Tiere wird mehr gebraucht, um jedesmal ein quantitatives 
Ausspiilen des Mérsers zu gewahrleisten (etwa 300 ccm). 24 Stunden wird 
extrahiert, dann wird der Extrakt entweder zentrifugiert oder durch einen 
Buchner-Trichter abgesaugt. Der Riickstand wird nochmals mit 30 bis 
50 cem 66° ,igem Alkohol pro Tier extrahiert, nach 1 Stunde wieder wie 
oben von der Extraktionsfliissigkeit getrennt und nochmals nach eine 
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einstundigen Extraktion mit 30 bis 50cem 66° igem Alkohol pro Tier £ 
zentrifugiert oder filtriert. Der Riickstand auf dem Filter wird abgekratzt, £ 
der ganz feine Filterbelag mit einer abgemessenen Menge Wasser extrahiert | 
und alles zur Glykogenbestimmung in das Gefif zusammengebracht, in : 
dem die Alkoholextraktion stattfand (A). Die Alkoholextrakte werden 
in einer groBen Porzellanschale zur Trockene auf einem Wasserbad ein- y 
gedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen, je nach der Anzahl der e 
Mause in 100er, 250er oder 500er MeBkolben gebracht, so, daB z. B. die 
Alkoholextraktriickstande von vier bis sechs Mausen in einem 500er Kolben ‘ 
sind (B). A wird nach Pfliiger weiter auf Glykogen verarbeitet. Auf jede I 
Maus kommen 50 ccm 40° ige Kalilauge. Das Kalilaugehydrolysat wird y 
auf ein bestimmtes Volumen gebracht, bei vier bis sechs Mausen auf 500 ccm 1 
und in einem Teile, etwa einem Fiinftel, die Glykogenfaillung mit Alkohol 
vorgenommen. Die Fallung wird abzentrifugiert und im Zentrifugenglas ‘ 
gewaschen. Die nach Pifliiger gereinigte Fallung wird mit Wasser in einem t 
100er MeBkolben mit Salzsiure schwach angesiuert auf 100 cem gebracht, | 
die dabei nach mehreren Stunden manchmal entstehende Fallung abfiltriert. 1 
Das Filtrat ist meist nogh gefairbt. Ein aliquoter Teil wird bei einer 2,2 ‘ 
bis 2,5 %igen Salzsiurekonzentration hydrolysiert. ] 
Beim Hydrolysieren setzen sich meist noch Fléckchen ab. Ein solches 
Filtrat ergibt oft héhere und ungleichmaéBigere Reduktionswerte, als wenn 
noch eine Zinksulfatfallung zwischengeschaltet wird. Es kann in einem 
derartigen Hydrolysat bei salzsaurer Reaktion wenig Schwefelwasserstotf 
nachgewiesen werden, nach der Zinksulfatfallung nicht mehr. ’ 
Nach dem Hydrolysieren wird eine Zinksulfatfaillung vorgenommen. 
Sie wird folgendermaBen gehandhabt: zu dem Hydrolysat kommt 1 ccm , 
einer frisch hergestellten, etwa 0,1 °% igen wiasserig-alkalischen Lésung 
von Phenolphthalein; es wird solange reinste Kalilauge hinzugefiigt, bis 
eben eine Rotfarbung auftritt, die durch einige Tropfen etwa 1 °,iger Salz- 
siure wieder zum Verschwinden gebracht wird. Dann fiigt man soviel 
einer 45° igen Zinksulfatlésung und einer binormalen Natronlaugelésung | 
hinzu, daB die Konzentration des Zinksulfats und der Natronlauge bei der 
Hagedorn - Jensen -Methode gewahrt ist. Eine Kontrolleerbestimmung 





geht parallel. Die weitere Bestimmung ist nach Hagedorn-Jensen. | 

A, der Extrakt der niederen Kohlenhydrate und der Milchsaure, wird 
nun durch mehrere Fallungen von reduzierenden Substanzen, die nicht 
Kohlenhydrate sind, gereinigt. Folgende Fallungsmethode gibt einerseits 
die niedrigsten Reduktionswerte und fiihrt andererseits nicht zum Verlust | 
von Kohlenhydraten, wie man sich durch Vergleichsbestimmungen an 
Lésungen bekannten Kohlenhydratgehalts iiberzeugen kann. Leer- 
bestimmungen gehen immer parallel, um etwaige Eigenreduktion der 
gebrauchten Reagenzien auszuschalten. Nur reinste Chemikalien von 
) Merck kommer zur Anwenduhg. 

Zu einem abgemessenen Teil des Extrakts werden soviel Kubikzenti- | 
meter einer 10°,igen Natriumwolframatlésung gegeben wie Gewichtsteile | 
Maus im Extrakt enthalten sind, dann soviel reinster, eisenfreier Salz- | 
siure, daB die Gesamtkonzentration 1% ist. Die Wolframatfallung bleibt 
iiber Nacht stehen. Ein aliquoter Teil des Filtrats wird mit gegliihter Soda 
eben alkalisch gemacht, mit einer abgemessenen Menge einer etwa 10 °,igen 
Essigsiurelésung angeséuert und solange mit einer wiederum abgemessenen 
Menge 10° iger Bleiacetatlésung versetzt, daB keine Fallung mehr statt- 
findet. Das Wolframat ist so entfernt. Das iiberschiissige Blei wird mit 
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getrockneter Soda ausgefallt. Zu diesem Zwecke wird solange Soda hinzu- 
gefiigt, bis die Lésung, die wie bei den Glykogenbestimmungen mit Phenol- 
phthalein versetzt ist, rot gefarbt ist. Nachdem diese Fallung ctwa 
2 Minuten gestanden hat, wird filtriert und ein aliquoter Teil hydrolysiert. 
Dann wird, wie es bei den Glykogenbestimmungen geschildert ist, eine 
Zinksulfatfallung vorgenommen und die Zuckerbestimmung nach Hagedorn 
Jensen ausgetiihrt. 

Eine einfache Salzsaéurefallung mit nachfolgender Zinksulfatfallung, 
oder Wolframat- und Zinksulfatfallung, oder die Entfernung des Bleies 
mit Oxalsaiure ergeben héhere Reduktionswerte, die nicht auf Kohlenhydrat 
zurickzufiihren sind, da bei der gewahlten Methode kein Kohlenhydrat- 
verlust stattfindet. 

Zur Milchsdurebestimmung wird der etwa einer halben bis einer Maus 
entsprechende Teil des Filtrats der Wolframatfallung mit Natronlauge neu- 
tralisiert und mit je 50 ccm einer 20° igen Kupfersulfatlésung und einer 
10° igen Caleciumhydroxydaufschwemmung in einem 250er Kolben versetzt 
und auf 250 cem aufgefiillt. Diese EnteiweiBung lehnt sich an das Verfahren 
von Snapper und Griinbaum an. Die Milchsiurebestimmung aus dem 
Filtrat erfolgt nach Friedemann und Kendall. 

Zur quantitativen Bestimmung der S-Oxybuttersdure wird ein wisseriger 
Extrakt aus der zerstampften Maus hergestellt. 20g Méausebrei werden 
mit 300ccm Wasser und 20ccem ?/,n Schwefelsiure versetzt und iiber 
Nacht stehengelassen. Dann setzt man 20ccm einer 10°,igen Natrium- 
wolframatlésung hinzu und filtriert nach einigen Stunden. Die Entfernung 
der Kohlenhydrate erfolgt wie oben. Die Acetonkérper werden nach 
van Slyke bestimmt. 

Ergebnisse. 

Den Mausen wird 25 bis 40 mg /-oxybuttersaures Natrium injiziert. 
40 mg ist die Dosis, die von den Tieren noch bei relativ gutem Wohl- 
befinden vertragen wird. 

Aus Tabelle La ist ersichtlich, daB der gréBte Teil der £6-Oxybutter- 
siure nach einer Stunde nicht mehr nachweisbar, diese nach zwei 
Stunden mit Sicherheit verschwunden ist. Um eine Beeinflussung des 
Kohlenhydratbestandes festzustellen, werden in den folgenden Ver- 
suchen drei Stunden nach der Injektion Glykogen und niedrige Kohlen- 
hydrate bestimmt. 

Bei einem Durchschnittsglykogenwert von 70 bis 80 mg °., geht der 
£-Oxybuttersdure-Abbau ohne Verainderung im Gehalt an Glykogen und 
a ‘ u 
Kohlenhydraten glatt vonstatten (Tabelle II). 

Um einerseits den Anreiz zur Kohlenhydratbildung zu erhéhen, 
andererseits die Unabhangigkeit des /-Oxybuttersiure-Abbaus vom 
Kohlenhydratbestand mit gréBerer Sicherheit zu erkennen, wurden die 
Tiere noch kohlenhydratiérmer gemacht. Sie hungerten deswegen 
44 Stunden nach vorheriger Injektion von !. mg Thyroxin pro Tier. 


Es wurde auch versucht. Mause mit Phlorrhizin glykogenarm zu 
machen, jedoch war der Glykogengehalt bei einer Dosis, die noch gerade 
iiberlebt wurde, héher als bei den Thyroxintieren, die sich scheinbar noch 
relativ wohl fiihlten. 
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Tabelle Ib zeigt, daB auch bei den extrem kohlenhydratarmen 
Tieren die £-Oxybutterséure ohne erhebliche, verwertbare Beeintrachti- 
gung abgebaut wird. 

Tabelle Il] bekraftigt den niedrigen Gehalt an Gesamtkohlen- 
hydraten und zeigt, daB kein Kohlenhydratverlust beim /-Oxybutter- 
siure-Abbau stattfindet. 

Eine Zunahme an Glykogen und niedrigen Kohlenhydraten ist 
unter den angewandten Versuchsbedingungen nicht nachzuweisen. 
Es fragt sich, ob man diese Tatsache als Beweis gegen die Kohlenhydrat- 
bildung aus Fettsaéuren ansehen darf. Zu diesem Zwecke wurde den 
Mausen unter den gleichen Versuchsbedingungen Alanin und Milchsaure, 
die sicher gluconeogenetische Eigenschaften haben, appliziert. Aus den 
Tabellen VIII und IX geht hervor, daB Alanin und Milchsaure keinen 
Kohlenhydratanstieg erkennen lassen. Dab Zwischenprodukte eventuell 
nicht zur Bestimmung gelangen, wird durch Untersuchungen von 
Lesser und Kurokava nahegelegt. Letzterer fand den C-Gehalt der 
Organe nach Dextroseinjektionen in starkem Mabe erhéht, durch die 
iiblichen Kohlenhydratbestimmungen konnte er aber jedoch nur einen 
geringen Anstieg an Kohlenhydraten vermerken. Von den intermediaren 
Produkten, die sich leicht fassen lassen, wurde auch in einer Stichprobe 
die Milchséiure bestimmt. Aus Tabelle X ergibt sich keine wesentliche 
Veranderung der Milchsaéurewerte. 

Wie der Organismus sich bei /-Oxybuttersdiure-Dosen, die noch 
gerade ohne tédlichen Ausgang vertragen werden, verhalt, zeigt 
Tabelle IV. Dosen von 80 bis 120 mg /-oxybuttersaurem Natrium 
verursachen einen starken Glykogenschwund. Wir haben es wohl hier 
mit einer Giftwirkung zu tun. Es ist nimlich von anderen Giften eine 
Wirkung auf den Glykogengehalt der Leber bekannt. So stellte Arnheim 
zuerst beim Kaninchen in der Chloroformnarkose ein Absinken des 
Glykogengehalts der Leber fest. Lépine und Borchard fanden, 
daB bei narkotisierten Hunden das MaB der Glykamie von der GréBe der 
Glykogenvorrate abhangt. Der mégliche Einwand, daB in diesen Fallen 
gerade der Entgiftungsvorgang an einen Glykogenabbau gekoppelt ist, 
1aBt sich durch Versuche Mackays entkraften, der die Hyperglykamie 
bei Narkosen durch Insulin einschranken konnte. Es liegt nahe, 
im AnschluB an diese Untersuchungen und die von Harpuder und 
Erbsen, die eine narkoseartige, hemmende Wirkung der /-Oxybuttersaure 
auf Fermente nachwiesen, auch an einen ahnlichen EinfluB der 6-Oxy- 
buttersiure bei unseren Experimenten zu denken. Zwar ist nach 
dreiviertelstiindiger Athernarkose bzw. nach Ather- und Chloroform- 
narkosetod und nach Pernoktonschlaf (Natriumsalz der sekundaren 
Butyl-£-Bromallyl-Barbitursaéure) bei der Maus kein Glykogenschwund 
am Gesamtkérper festzustellen (Tabellen V bis VII). 
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Da jedoch fiir Chloroform- und Athernarkosen bei Tieren, die mehr 
Glykogen enthielten, ein Glykogenschwund bekannt ist, besteht ein 
Widerspruch mit den Befunden dieser Arbeit. Er ware vielleicht damit 
zu erklaren, daB die angewandten Narcotica bei dem relativ niedrigen 
Kohlenhydratgehalt der Hungertiere keine Wirkung mehr auf den 
Glykogengehalt haben, wahrend die £-Oxybuttersdure bei den an- 
gewandten Dosen in dieser Beziehung wirkungsvoller ist. 

Als mitteilenswerter Nebenbefund ergab sich bei Athernarkosen eine 
Abnahme der Gesamtmilchsiure mit einem gleichzeitigen leichten Anstieg 
der niedrigen Kohlenhydrate. (Tabelle V.) Diese Abnahme der Milchsaure 
deutet wohl auf eine Hemmung der Glykolyse bei der Athernarkose hin. 
Bei der Pernoktonnarkose ist keine Veranderung der Milchsiurewerte 
festzustellen. ' 


SchluBfolgerung. 


Der Abbau der /-Oxybuttersaure erfolgt ohne eine Abnahme des 
Kohlenhydratgehalts des Gesamtorganismus; er findet auch bei extremer 
Kohlenhydratarmut des Organismus noch statt. Hohe Dosen von 
£-Oxybuttersaure, die weit iber dem Acetonkérpergehalt des Komatdésen 
liegen, bewirken eine Glykogenverminderung. Eine solche Glykogen- 
verminderung ist als eine toxische aufzufassen, und zwar ist diese 
toxische Wirkung anders oder stirker als die beispielsweise des Athers, 
Chloroforms oder des Pernoktons, die bei dem niedrigen Kohlenhydrat- 
gehalt der Hungertiere keine Kohlenhydratabnahme  verursachen. 
Eine Entscheidung tiber die Gluconeogenese der Fettsaduren ist nicht zu 
fillen, da gluconeogenetische Stoffe bei dieser Versuchsanordnung 
keine nachweisbare Vermehrung des Kohlenhydratbestandes des 
Organismus bewirken. 
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Tabelle la. 





Injizierte 
3-Oxy- Nach 5 Min. Nach 60 Min. . , : 
buttersdure . ‘ani Nach 80 Min. Nach 100 Min. Nach 120 Min. 
mg mg mg 
40 43.6 94 nicht bestimm- | nicht bestimm- nicht bestimm- 


bare Spuren bare Spuren bare Spuren 
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Tabelle Ib. 
i Ro Nach 5 Min. Nach 60 Min. Nach 80 Min. Nach 100 Min. 
mg mg mg mg mg 
35 35,7 20,8 1,4 1,1 
12,5 2.7 7,7 
nicht bestimm- 
bare Spuren 
Tabelle II. 
i 28 Versuchstiere 4 24 Kontrollitiere 
— ; abrige | wilch- | ._. —s ibrize = Mileh- 
Gewicht Glykogen oe ae elute Gewicht Glykogen cio reo 
18,5 18,8 12,0 18,2 15,5 13,0 
16,6 17,6 11,1 17,0 16,5 12,1 
15,4 15,8 
t 16,0 13,6 28,9 18,5 17,0 22.8 
22,3 7,8 17,1 
21,5 9,6 22,5 19,1 9,2 18,0 
15,9 9,2 14,3 
23,2 4,2 19,0 
11,8 9,2 11,5 11,8 14,2 15,0 
12,6 14,2 12,4 12.5 17,0 18,0 
14,3 8,0 13,9 14,7 23,0 16,9 
19,9 15,0 15,0 27.6 14,8 20,0 
22.5 14.8 14,0 19,8 9.6 17,8 
18,5 15,8 21,6 15,4 19,0 24,9 
17,9 9,5 23,2 18,8 21,7 15,5 
18,3 12,7 17,2 17,0 13,4 17,4 
116,7 98,0 114,7 30,0 113,5 94,0 123,2 22.5 
113,1 82.0 28,2 110,0 67,0 33,5 
360.0 384,2 58,2 351,9 334,6 56,0 
1000 721% =95,5% = 253% 100.0 = 811% | 1083 % 251% 


25 bis 40 mg f-oxybuttersaures Natrium 24-Std.-Hungermiusen injiziert. 
Kohlenhydrate und zum Teil Milchséiure 3 Stunden nach der Injektion. 


Tabelle III. 





11 Versuchstiere 


11 Kontrolltiere 





Gewicht Glykogen Kobloahtarete Gewicht 
19,4 82 | 164 16,0 
17,4 4,2 13,7 20,1 
14.3 9,2 10,7 13,7 
15,9 8,2 12,5 16,0 
15.1 6,2 14,9 
17,3 3,6 

121,4 16,4 7 a 141,7 

56,0 53,3 
100,0 25,3 %, 79,5 % 100,0 
24- bis 48-Stunden-Hungermiausen, die 


erhielten, 40 mg 


3 Stunden nach der Injektion. 


fB oxybuttersaures Natrium injiziert. 


Glykogen 


3,2 13,5 
4.6 11,8 
7,8 14,1 
8,4 13,3 
3,4 
18,8 
46,2 52,7 
20,7 % 80,0 % 
14mg Thyroxin subkutan 


Kohlenhydrate 


Kohlenhydrate 


iibrige 
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Tabelle V. 





10 Narkosetiere 16 Kontrolltiere 
iibrige oa uibrige a 
Gewicht Glykogen Kohlen- — Gewicht Glykogen Kohlen- _— » 
hydrate ssi hydrate — 
56,4 19,1 50,0 14,0 61,3 55,5 24,3 
22,5 6,5 19,8 44.4 17,7 30,5 
52,6 26,0 83.8 11,7 137,5 59,2 108.8 39,8 
62,3 77,0 108.8 | 13,5 87,0 113,0 142.1 33,8 
128,6 | 262.4 39,2 189,9 336.9 97,9 


100,0 663% | 1854% 228° 100.0 705° 1020% 342° 


Kohlenhydrate und Milchséiure nach 3,stiindiger Athernarkose. 


Tabelle VI. 





11 Narkosetiere 11 Kontrolltiere 
Gewicht Glykogen Milchsaéure Gewicht Glykogen Milchséure 
62,0 28,7 44,4 17,7 
3 Tiere* 67,9 92,5 27,9 3 Tiere* 87,0 113,0 33,7 
87,1 33,5 88,2 29,1 
154,7 27,9 159,8 33,7 
100.0 713% 410°, 100.0 72.7% 38,7 % 


* Chloroformtiere. 


Glykogen und Milchséiure nach 10- bis 20miniitiger Ather- und Chloro- 
formnarkose, wobei die Tiere eingingen. 


Tabelle VII. 








10 Versuchstiere 10 Kontrolltiere 
iibrige + iibrige se 
Gewicht Glykogen Kohlen- — Gewicht Glykogen Kohlen- —_ 
hydrate os hydrate . 
83,5 69,0 53,8 | 16,2 83,6 52,0 48,4 16,9 
114,2 57,5 88.4 29,5 117,2 58,5 117,0 33,9 
126,5 142,2 45,7 110.5 165.4 50,8 


100,0 63.9°, 769°, 231°, 100,0 55,0°% 823°, 253°, 


Kohlenhydrate und Milchséure nach 3,- bis Istiindigem Pernokton- 


schlaf. 
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Tabelle VIII. 





6 Versuchstiere 6 Kontrolltiere 
—— . ibrige : . brig 
Gewicht Glykogen Koblenhvarate Gewicht Glykogen wae 
ul ‘ 


Kohle nhydr ite 


23.8 23.4 24,4 14,9 12.8 14,0 

17,4 17,0 16,9 17,2 20,0 15.0 

17,1 7,6 10,8 15.9 12,2 7.8 

18,0 7,4 16,3 13.9 10,0 16,9 

17,2 16.8 15,3 19,2 8,2 19.3 

17,8 13,6 15,1 16,0 7,4 15,4 

85.8 98.8 70.6 88.4 

100,0 71% 889°. 100,0 72.7 9 91,0 ° 


50 mg Alanin 24-Stunden-Hungermausen injiziert. Kohlenhydrat nach 
3 Stunden. 


Tabelle 1X. 





10 Versuchstiere 3 Kontrolltiere 





iibrige 


—F en ee en ’ oi iibrige 
Gewicht Glykogen Kohlenhydrate Gewicht Glykogen Kohlenhydrate 
22,7 13,0 
22,5 8,0 
23,5 7,0 
22,1 11,6 
23,2 12,6 
22,2 10,2 
3 Tiere 62,3 16,4 68.0 3 Tiere 62,0 20,0 66,1 
78,8 68.0 20,0 66,1 
100,0 | 80,99, 109.0 ©, 100,0 $2.2 % 106.6 °, 


50 mg Milchséiure 24-Stunden-Hungermiiusen injiziert. Kohlenhydrate 
3 Stunden nach der Injektion. 





Versuche iiber die Wachstumswirkung von Carotinoiden. 


Von 
Margareta Rydbom. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 12. September 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei samtlichen Versuchen iiber die Wachstumswirkung des Carotins 
bzw. bei allen biologischen A-Vitamin-Versuchen ist die zu unter- 
suchende Substanz per os eingegeben worden. Zu Vergleichen des 
Effektes der Carotinpraparate mit der Wirksamkeit anderer Carotinoide 
schien es wunschenswert, eine Versuchsmethodik zu erproben, bei welcher 
der Verdauungstraktus umgangen und eine direkte Resorption in das 
Blut bzw. in die Speicherorgane erméglicht wird. 

Zu diesem Zweck wurden Versuche iiber die Wirkung von 
Injektionen von Carotin angestellt, und zwar betrafen dieselben, wie 
friiher mit H. von Euler mitgeteilt wurde!, subkutane Injektion. Bei 
diesen Versuchen war der Wachstumseffekt auch bei Zufuhr von 0,05 mg 
Carotin pro Tag und Ratte entweder nicht merkbar oder auBerst gering. 
Durch die Untersuchung der Tiere post mortem wurde dieser negative 
Effekt verstandlich, denn es zeigte sich, daB das Fettgewebe unter der 
Haut das Carotin vollstandig aufgenommen hatte. Von diesen carotin- 
haltigen Fettansatzen aus war offenbar eine Resorption in den iibrigen 
Organismus nicht erfolgt. 

Daher sind nun die Versuche mit intramuskularer Injektion fort- 
gesetzt worden. Bei den ersten dieser Versuche wurde je 0,1 mg Carotin, 
in 0,1 cem Arachidél gelést, in die Muskeln des rechten Hinterschenkels 
eingespritzt ; je zwei Injektionen wurden mit einem Zwischenraum von 
einem Tag vorgenommen, worauf das Tier getétet und untersucht wurde. 
Der injizierte Muskel erwies sich dabei vom Carotin stark gefarbt. 
Sowohl die Leber als die beiden Schenkel (der nicht injizierte diente als 


1 Euler u. Rydbom, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10(B), Nr. 10, 1930. 
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Parallelprobe) wurden zerkleinert und mit Alkoholather extrahiert. 
Der Extrakt wurde in Chloroformlésung iiberfiihrt und die Lésung mit 
SbCl, im Tintometer untersucht. AuBerdem wurde das Absorptions- 
spektrum ermittelt!. 


Dabei ergab sich folgendes: 


Leber. 

Extrakt in 3 ccm Chloroform gelést. Lésung schwach gelb gefarbt. 

SbCl,-Bestimmung: 0,2cem Probe + 1,8cem SbCl,-Lésung gaben 
5,2 blau und 2,2 gelb. 

Diese Blaufaérbung kann dem Carotin selbst nicht zugeschrieben werden, 
denn eine 5,2 blau entsprechepde Menge Carotin wiirde die Chloroform- 
lésung stark gelbrot farben. 

Spektrometeruntersuchung: Die Lésung gab ein sehr schwaches Band 
bei max. 492 mu; auBerdem Absorption in Violett. 


Injizierter Schenkel. 
Extrakt in 3 cem Chloroform gelést. Loésung stark gelb. 
SbCl,-Bestimmung: 0,2 cem Probe + 1,8cem SbCIl,-Lésung gaben 
0,4 blau und 0,1 gelb. 
Spektrometeruntersuchung: Die Lésung gab zwei Linien bei max. 
460 my und max. 491 my, welche die Linien des Carotins sind. 


Nicht injizierter Schenkel. 
Extrakt in 5 ccm Chloroform gelést. Lésung schwach gelb gefarbt. 
SbCl,-Bestimmung: Keine Blaufarbung. 


Spektrometeruntersuchung: Gab auch negatives Resultat. 


Um die Wachstumswirkung des intramuskular injizierten Carotins 
zu ermitteln, wurde obenstehender Versuch wiederholt. 

Vier junge Ratten wurden auf gewéhnliche Weise mit A-freier Kost 
zur Gewichtskonstanz gefiihrt. Dies trat nach etwa 4 Wochen ein. Danach 
wurden sie in zwei Gruppen von je zwei Tieren getrennt. Gruppe I erhielt 
fortwihrend die A freie Kost, und bei der zweiten Gruppe wurden die 
rechten Hinterschenkel der Tiere mit 0,1 cem einer Arachidéllésung des 
Carotins, 0,06 mg entsprechend, injiziert. Die Injektion wurde alle 2 Tage 
vorgenommen. 


Die Kurven (Abb. 1) zeigen, daB nach eingetretener Gewichts- 
konstanz die Tiere der Gruppe I in drei Wochen starben. Bei den 
Tieren der II. Gruppe dagegen wurde das Wachstum durch die Injektion 


1 Fir die Ausfiihrung der Spektrometermessungen bin ich Herrn 
Amanuensen H. Helistrém zu groBem Dank verpflichtet. 
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wieder normal. Nach 4 Wochen wurden die Tiere getitet. Die post 
mortem-Untersuchung ergab, daB bei den injizierten Schenkeln der 





| —— ohne Carotin 
| > mit Carotin, 





10} 








a 7 2 3 ¥ 5 e 7 8 Wochen 


Abb. 1. 


Muskel von Carotin stark gefarbt war. Die Leber und die Schenkel 
wurden wie oben zerkleinert, extrahiert und in Chloroformlésung 
iiberfiihrt. 
Ratte Nr. 3. 
Leber. 

Extrakt in 4cem gelést; Farbe schwach gelb. 

SbCl,: Schwache Blaufarbung, die schnell in Gelb iibergeht und daher 
unmdoglich zu bestimmen war. 


Spektrometeruntersuchung: Keine Linien; Absorption im Violett. 


Injizierter Schenkel. 


Extrakt in 25 cem gelést; Farbe stark gelbrot. 
SbCl,: 0,8 blau und 0,7 gelb. 
Spektrometeruntersuchung: Linien bei max. 459 und 493 mu. 


Nicht injizierter Schenkel. 


Extrakt in 4cem gelést; farblos. ) 
SbCl,: Keine Blaufarbung. 
Spektrometeruntersuchung: Keine Linien. 


Ratte Nr. 4. ' 
Leber. 
Extrakt in 4cem gelést; Farbe schwach gelb. ; 
SbCl,: Schwache Blaufarbung in Gelb iibergehend. ; 
Spektrometeruntersuchung: Linie bei max. 457 mya; starke Absorption 
im Violett. 
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Injizierter Schenkel. 
Extrakt in 25 cem gelést; Farbe stark gelbrot. 
SbCI,: 1,0 blau und 0,9 gelb. 
Spektrometeruntersuchung: Linien bei max. 458 und 492 mu. 


Nicht injizierter Schenkel. 

Extrakt in 4cem gelést; farblos. 

SbCl,: Keine Blaufarbung. 

Spektrometeruntersuchung: Keine Linien. 

‘ 

Wie aus der Abbildung ersichtlich, waren die beiden Ratten Nr. 3 
und 4 zum Parallelversuch gut geeignet. Im Gegensatz zu den friiheren 
Versuchen! gab hier die Leber nur eine schwache Farbenreaktion mit 
Antimontrichlorid. Die injizierten Schenkel zeigen einen betrachtlichen 
Carotingehalt, wahrend die nicht injizierten kein Carotin erkennen 
lassen. Es scheint also, dab der CarotiniiberschuB (in Fett- oder Lipoid- 
lésung) im injizierten Muskelgewebe verbleibt und in den iibrigen 
Organismus nur je nach Bedarf iibergeht. Das Wachstum der injizierten 
Ratten ist normal. 


Dieses Ergebnis ist in mehrfacher Hinsicht von Interesse. Wie die 
spektroskopische Untersuchung zeigte, muB das im injizierten Schenkel 
gemaiB der Lovibondprobe vorhandene Carotinoid als Carotin angesehen 
werden. Es ist also im Rattenschenkel offenbar keine oder héchstens 
eine geringfiigige Reduktion des Carotins erfolgt. Dies verdient hervor- 
gehoben zu werden, denn ich hatte die Méglichkeit in Betracht gezogen, 
daB im Muskel eine Reduktion erfolgt, wie dies von Moore® kiirzlich in 
einer bemerkenswerten Arbeit hinsichtlich des per os resorbierten 
Carotins zunachst fiir Ratten und wohl im allgemeinen fiir Saugetiere 
angenommen wurde. 

In Gemeinschaft mit Prof. P. Karrer ist in diesem Institut eine Unter- 
suchung iiber die A-Vitamine des Fischlebertrans im Gange, welche bereits 
zur Beobachtung der Bande 394, 374, 353 und 325 my gefiihrt hat. Die 
friiher hier nachgewiesene Tranbande 320 myu* entspricht wohl ebenfalls 
einem aktiven Umwandlungsprodukt des Carotins. 

Wirksamkeit und Eigenschaften von Reduktionsprodukten des 
Carotins werden in diesem Institut in Gemeinschaft mit Prof. P. Karrer 
seit einiger Zeit naher untersucht. DaB im Dorschlebertran die Vitamin- 
A-Wirkung nicht durch Carotin hervorgerufen wird, sondern einem noch 
unbekannten reduzierten Carotinoid, vermutlich einem Hydrocarotin, 


1 H.v. Euler u. Marg. Rydbom, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10 (B), 
Nr. 10, 1930. 

2 Moore, Biochem. Journ. 24, 6°2, 1 30. 

3 Euler, Rydbom, Hellstrém, diese Zeitschr. 208, 78, 1929. 


Biochemische Zeitschrift Band 227. 32 
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zuzuschreiben ist, wurde von B. und H. v. Euler und H. Hellstrém* 
bereits 1928 betont. Meine friiheren Versuche tiber die Fraktionierung 
von Bestandteilen des Dorschlebertrans mit Alkohol? haben fiir die 
Annahme, daB nicht Carotin an der Vitamin-A-Wirkung des Dorsch- 
lebertrans beteiligt ist, sondern ein anderer im Ultraviolett absorbieren- 
der Stoff, eine Stiitze geliefert. Die Absorptionsmessungen von Herrn 
Hellstr6m an meinem Material haben naémlich statt des kontinuier- 
lichen Spektrums des Tranes selbst in Extrakt ein Band bei 320 mu 
ergeben, das mit dem von Morton und Heilbron® gefundenen iiberein- 
stimmt und einem wachstumbeférdernden Stoff zuzugehéren scheint. 
Der Ausgangspunkt fiir die oben angefiihrten Injektionsversuche war, 
wie schon friiher erwaihnt wurde, die Erwigung, daB die Sonderstellung 
des Carotins als bis jetzt einziger erkannter A-Faktor mit einer eventuell 
héheren Resorbierbarkeit zusammenhaingt. Es war die Méglichkeit 
gegeben, daB unter giinstigeren Lésungsverhdltnissen auch andere 
Carotinoide eine Wachstumswirkung erkennen lassen wiirden. Aus diesem 
Grund wurden zwei Carotinoidester gepriift, welche von Herrn Professor 
P. Karrerdem Institut iibersandt worden waren, nimlich Lutein-di-Stearat 
und Xanthophyll-di-Stearat. Besonders hinsichtlich des Xanthophylls 
liegt es nahe, eine primare physiologische Wirksamkeit ahnlich der des 
Carotins in Betracht zu ziehen und also den Umstanden nachzugehen, 
welche das Xanthophyll als Wachstumsfaktor unwirksam machen. 

Es eriibrigt sich, die Versuche mit diesen beiden Stoffen hier naher 
zu beschreiben, da das Resultat ein rein negatives war: Weder mit 
Xanthophyll-di-Stearat, noch mit Lutein-di-Stearat wurde in Tages- 
dosen von 0,05 mg eine Wachstumswirkung erzielt. 

Wie an anderer Stelle ausfiihrlicher mitgeteilt wird, ist eine 
eventuelle Wachstumswirkung des Xanthophylls an anderen Tieren 
geprift worden. Nach den friiheren Resultaten blieb noch in Betracht zu 
ziehen, ob der an Ratten festgestellten spezifischen Wirksamkeit des 
Carotins etwa bei Végeln eine analoge spezifische Wirkung des Xantho- 
phylls entspricht. In drei parallelen Versuchsreihen wurde eine ge- 
eignete Grundkost teils ohne Zusatz, teils mit Zusatz von Xanthophyll, 
teils mit Zusatz von Carotin verfiittert (Tagesdosen von je 0,05 mg). 
Auch hier erwies sich das Xanthophyll unwirksam, wahrend das Carotin 
einen starken Wachstumseffekt hervorrief*. 


1 B. u. H.v. Euler u. H. Hellstrém, diese Zeitschr. 208, 370, 1928 
(Haber-Festschrift). 

2 Euler, Rydbom u. Hellstrém, ebendaselbst 208, 73, 1929. 

3 Morton u. Heilbron, Biochem. Journ. 22, 987, 1928; Heilbron, Kamm 
u. Morton, ebendaselbst 21, 1279, 1927. 

4 Siehe Karrer, v. Euler u. Rydbom, Helv. Chim. Acta 18, September- 


heft 1930. 
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Unter den mit negativem Resultat gepriiften Substanzen mag noch 
der von P. Karrer isolierte Léwenzahn-Farbstoff erwihnt werden, 
von welchem hier ein Originalpriparat zur Verfiigung stand. Nega- 
tive Resultate mit anderen Carotinoiden sind einstweilen auch von 
anderen Forschern erhalten und mitgeteilt worden. Ich erwahne die 
letzte Mitteilung von Kawakami und Kimm}, welche Lycopin, «- und 
T-Crocetin sowie Dipheny]l-dodecahexane gepriift haben. 

Was das Carotin betrifft, so enthalt die letzte Mitteilung der ge- 
nannten japanischen Forscher eine erneute Bestatigung der Ergebnisse 
unseres Laboratoriums. Als minimale curative Tagesdose fiir Ratten 
geben Kawakami und Kimm 0,02 mg an. 


+ Kawakami u. Kimm, Scient. Papers Inst. Phys. a. Chem. Res. 18 
231, 1930. 











Einflu6 der Kationen der Ringerlésung auf die Gefibweite des 
Froschpriparates. 


Von 


M. Kochmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Halle-Wittenberg.) 
(Eingegangen am 18. September 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer Reihe von Arbeiten war gezeigt worden, welche Wirkung 
eine Verschiebung der Kationen der Ringerlésung auf die quergestreifte 
Muskulatur und den peripheren Nerven, sowie auf die glatte Muskulatur 
des Meerschweinchenuterus und die des Froschésophagus! ausiibt, 
vorausgesetzt, dab die Isotonie nicht gestért wird. Immer zeigte sich 
die Tatsache, daB man nicht eigentlich von einer isolierten Natrium-, 
Calcium- und Kaliumwirkung und Gegenwirkung sprechen kann, sondern 
daB alle drei Kationen in ihrer Wirkung voneinander abhangig sind. 

In den vorliegenden Versuchen wurden nun die verschiedensten 
Mischungen dieser drei Kationen der Ringerlésung auf die glatte 
Muskulatur der GefiBe des isolierten FroschgefaBpraparats nach 
Liwen-Trendelenburg untersucht. Diese Untersuchungen hatten auBer- 
dem die Aufgabe, eine Mischung von NaCl, KCl und CaCl, zu ermitteln, 
bei der die GefaiBe lange Zeit ihre Lichtung nicht verandern, um so zu 
einer Ringerlésung zu gelangen, bei der die Durchstrémung sich im 
Laufe mehrerer Stunden iiberhaupt nicht verdindert. Alle Lésungen, 
die zu diesem Zweck angegeben sind, vermindern namlich mehr oder 
weniger in kiirzerer oder langerer Zeit die DurchfluBgeschwindigkeit, 
so daB es bei der Priifung pharmakologischer Agenzien in vielen Fallen 
sehr schwierig ist, zu entscheiden, ob die Ringerlésung oder das pharma- 
kologische Agens die Verainderung bedingte. 

Um eine beliebige Mischung der drei Bestandteile der Ringerlésung 
unter Wahrung der Isotonie herbeifiihren zu kénnen, bediente ich 
mich wie in den friiheren Versuchen des dreiachsigen Koordinaten- 


1 M. Kochmann, diese Zeitschr. 161, 390, 1925; 170, 230, 1926; 172, 
149, 1926; W. Wagner, ebendaselbst 172, 189, 1926; Br. Misske, eben- 
daselbst 219, 320 u. 330, 1930. 
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systems, wie es von Loewe! fiir derartige Versuche vorgeschlagen 
wurde. Das hauptsachlichste hat Loewe dariiber gesagt und ist auch 
von mir friiher in dieser Zeitschrift auseinandergesetzt worden, so daB 
an dieser Stelle von einer erneuten Beschreibung abgesehen werden 
kann. Es sei nur erwahnt, dab unter 100°, NaCl, KCl und CaCl, 
diejenigen Konzentrationen verstanden werden, die der isotonischen 
Lésung dieser Substanzen allein entsprechen, also 0,61 °,, NaCl, 0,78", 
KCl, 1,15°, CaCl,. Die Mischung der drei Salze in dem Verhaltnis 
wie sie in der Ringerlésung vorhanden sind, wird von Loewe in dem 
Schema als Eukrasiepunkt bezeichnet. 

Die Herstellung des Froschpraparats kann als bekannt vorausgesetzt 
werden. Die kleinen Modifikationen, wie sie im Institut ausgearbeitet 
sind und sich als niitzlich erwiesen haben, sind in Abderhalden, Handb. d. 
biol. Arbeitsmethod., Abt. 5, Teil 5A, 8S. 843 bis 904, 1929 von mir ge- 
schildert worden. 

In der folgenden Tabelle sind die untersuchten Mischungen (47 an 
der Zah! mit 150 Einzelversuchen) mit ihrem Wirkungserfolg aufgefiihrt. 
Aus den Abbildungen ist dies noch deutlicher zu erkennen. 


Tabelle I. 








Verinderung Veriinderung 
NaCl | KCl | CaCl, in %/o des NaCl KCl CaCl in %/, des 
| Anfangsweites Anfangswertes 
100 + 5 90,0 9,6 0,4 — 21 
100 — 47 90,0 9,133 0,867 3 
109 — 96 90,0 8,0 2.0 — 56 
98,2 0,964 0,836 —10 90,0 7.0 3.0 — 28 
99,1 — 09 | —18 90,0 5,0 5,0 — 
99,0 0,964 0,036 — 90.0 3.0 7,0 45 
98,6 0.964 0,436 — 8 99.0 0,964 9,036 25 
96,0 2.0 2,0 —18 99.0 - 10,0 — 27 
95,0 3,3 0,867 + 1 80,0 19,13 0,867. — 38 
95,9 1,0 4.0 — 20 89.0 10,0 19,0 13 
94,0 3,0 3,0 —10 69,0 39,6 0.4 — 94 
93.0 4,0 3,0 + 39 60,0 0.5 | 39,5 — 41 
93.9 3,9 4.0 +13 | 54.0 45,56 0,44 — 55 
92,0 7,133 0,867 — 34 50,0 20,0 30,0 — 25 
92.9 5,0 3,0 —10 50,0 10,0 40,0 — 26 
920 4,5 3,5 + 7 50,0 0,964 49.1 —18 
92.9 40 40 +77 50.0 — | oe — 35 
92 0 3.5 4,5 +11 40.0 30,0 30,0 — 54 
92,0 3.9 5,9 + 8 39,0 0.964 9,936 — 72 
92.9 0,964 7,0 — 25 20,9 40.0 40,0 — 62 
91,0 5.0 4.0 — 35 10,0 30,0 60,0 64 
970 40 5,0 + 36 10,0 60.0 39.0 95 
91,0 0,964 8,136 — 25 — | 500 | 500 — 98 
90.9 10,0 — — 23 
+ Erweiterung. Verengerung. 


1 8. Loewe, diese Zeitschr. 167, 92, 1926. 
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Ks ist ersichtlich, daB auBer in einem kleinen Bezirk, der unterhalb 
des sogenannten Eukrasiepunktes liegt, bei allen Mischungen immer 
eine Verminderung zum Teil betrachtlichen Grades der DurchfluB- 
geschwindigkeit zustande kommt. Diese Verinderung der Durch- 
stromung ist bei hohem Calciumgehalt schlecht reversibel. Dagegen 
ist die Reversibilitat bei hohem Kaliumgehalt fast vollstandig. 
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Abb. 1. 


Die Abbildung stellt den obersten Teil des 3 achsigen Koordinatensystems dar und gibt die 

Mischungsverhiltnisse von NaCl, KCl und CaCl, mit mehr als 90°'9 NaCl wieder. 100°%'9 oben 

bedeutet eine isotonische NaCl-Lésung. Linie 100—0 entspricht der Ca-Abszisse, 100—90 der 

des Kaliums, 90—0 der des Na. + ist GefiiBerweiterung, — Verengerung, + Gleichbleiben der 
Gefibweite. 


In dem auf der Abb. 1 schraffiert gehaltenen Bezirk tritt aber 
zum Teil eine erhebliche Vermehrung der Durchstrémungsgesch windig- 
keit ein, der eine GefaiBerweiterung entspricht. Am Rande dieses 
Bezirks sind Mischungen der drei Salze der Ringerlésung vorhanden, 
bei denen die Durchstrémung eine grobe GleichmaBigkeit zeigt. So 
ist z. B. eine Mischung von 


92% NaCl ..... . = 0,5612% 
3% KGl...... . = 0,0884% 
5% CaCl, .... . . = 0,0575% 


imstande, die GefaBweite stundenlang unverandert zu lassen. Aus 
diesem Grunde méchte ich diese Mischung der drei Kationen als Standard- 
lésung fiir pharmakologische Versuche als besonders geeignet bezeichnen. 
Bei dieser Lésung pragt sich jede Einwirkung eines Pharmakons ganz 
deutlich aus, da selbst kleine Anderungen in der Zahl der abflieBenden 
Tropfen verwertet werden kénnen. 

Besonders sei darauf aufmerksam gemacht, daB verhaltnismaBig 
sehr kleine Anderungen in der Zusammensetzung der Lésung die 
Wirkungserfolge sehr stark beeinflussen, ja sogar in das Gegenteil 
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umkehren. So bedingt beispielsweise die Lésung von 92°,, NaCl, 
4°, KCl und 4%, CaCl, der isotonischen Lésungen = 0,5612°,, NaCl, 
0,0312°, KCl und 0,0460°,, CaCl, eine Erweiterung der GefiBe um 
77°,, eine Lésung von der Zusammensetzung 91°,, NaCl, 5°, KCl 
und 4°, CaCl, der isotonischen Lésungen 0,5551 °,, NaCl, 0,039 %% 
KCl und 0,046°,, CaCl, dagegen eine Verengerung um 35°,. 


Zusammenfassung. 


1. Die Mischung der drei Kationen Natrium, Kalium und Calcium 
bewirkt am Ldwen-Trendelenburgschen Praparat im allgemeinen eine 
GefaBbverengerung. Nur wenige aus der Abbildung  ersichtlichen 
Mischungen bewirken Erweiterung und ebenso sind nur wenig Lésungen 
imstande, die GefiBweite auf Stunden gleichmaB'g zu erhalten. 


2. Als besonders giinstig hat sich eine Mischung von 


92% NaCl ..... . = 0,5612% 
3% KCl. ..... . = 0,0234% 
5% CaCl ..... . = 0,0575% 


erwiesen, die als Standardlésung fiir die Untersuchung pharmakologischer 
Wirkungen geeignet ist. 

3. Selbst kleine Verschiebungen in den Mischungsverhaltnissen 
der Kationen zur Ringerlésung haben erhebliche Anderungen, unter 
Umstanden sogar Umkehr der Wirkung zur Folge. 











Nachtrag 


zur Arbeit von Gal: Die Stérung der Resorption bei Mangel an Vitamin B. 
Diese Zeitschr. 225, 287, 1930. 


Durch ein sehr bedauerliches Versehen sind in der Arbeit von Gadl 
zwei Arbeiten von H.E. Never (Avitam’nose und Verdauungsorgane, 
Pfliigers Arch. S. 554, 1928 und S. 224, 787, 1930) nicht erwahnt worden, die 
sich mit demselben Problem befassen. Leider war die Arbeit bereits im 
Druck, als wir darauf aufmerk:am wurden. Never hat an Hunden mit 
Ileumfistel und Duodenaltistel gezeigt, daB bei Fiitterung mit vollkommen 
vitaminfreier Nahrung die Entleerung des Magens und ebenso auch die 
des Diinndarms verzégert ist. Es kénnte sich um eine primare Verlang- 
samung der Motilitat oder der Resorption hand: In. Es wird aber gezeigt, 
daB die letztere Ursache als wahrscheinlich primar angenommen werden 
muB. Wenn die Resorption verlangsamt ist, so tritt dann sekundar, re- 
flektorisch, durch die saure Reaktion des Darms ein verlangerter Pylorus- 
reflex ein. Magenatonie bei Vitaminmangel haben schon friiher  ver- 
schiedene Autoren nachgewiesen (Literatur bei Never). 
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Berichtigung 


zur Mitteilung von A. Fodor und Ch. Epstein, diese Zeitschr. 222, 226, 


1930: ,,Uber den strukturellen Bau der aus Gelatine und Gelatine- 
pepton durch Essigsiureanhydrid gewinnbaren acetylierten Poly- 
peptidassoziate. VI." ' 

1. In Tabelle I (S. 236) ist in Rubrik ,,nichtacetyliertes Gelatine- 
pepton, Fraktion III] usw. unter ,,empirische Zusammensetzung“ 


zu setzen 


C.sH,,N,O 
statt: —* -S* * — 343,33 
CogH gs 
richtig: —*—S-*-"* — 343,38. 


2. In der gleichen Rubrik unter ,,Molekulargewicht* 
statt: 366 
richtig: 352,7 und 349,9. 


3. In Tabelle LI, Nr. 3 (Fraktionen P [1 und III) muB®B die Struktur- 


formel lauten: 
’ ac —Gl- -pr—al 
ac—G|— pr—al 

| 


ac-al oxypr-gl 
. ac—al—pr—gl y 
° ac ®@ 


Oxypr—al Oxypr—al 








ac 
a 


Sachlich verindert sich durch diese Berichtigung nichts. 
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